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POVZETEK  
Rak je kompleksna bolezen in en izmed glavnih vzrokov smrti po svetu. S staranjem 
prebivalstva in večanjem populacije bo imel vse večjo pojavnost ter zato predstavlja resen 
problem za javno zdravstvo in družbo nasploh. Da bi preprečili širjenje te bolezni, potekajo 
intenzivne raziskave odkrivanja selektivnih učinkovin za zdravljenje rakavih obolenj. Ena od 
glavnih lastnosti rakavih celic je, da se hitro in nenadzirano delijo. Encimi, ki sodelujejo pri 
podvajanju molekule DNA in so nujni za delitev celice ter za njeno preživetje, se imenujejo 
topoizomeraze. Zaradi pomembne vloge topoizomeraz pri celični delitvi smo človeško 
DNA-topoizomerazo IIα, ki je bolj izražena v rakavih celicah, izkoristili kot tarčo za sintezo 
protirakavih zdravilnih učinkovin. Učinkovine, ki se trenutno uporabljajo za zdravljenje 
rakavih obolenj, imajo veliko neželenih učinkov, zato so nadaljnje raziskave nujne. Predmet 
magistrske naloge so spojine, ki se vežejo na ATP-vezavno mesto N-terminalnega dela encima 
in predvidoma delujejo selektivno na človeško DNA-topoizomerazo IIα. 
V okviru magistrske naloge smo sintetizirali in ovrednotili serijo novih 
N-(2-benziloksi)-fenilpirolamidnih ATP-kompetitivnih zaviralcev človeške 
DNA-topoizomeraze IIα. Pripravili smo tri končne spojine: 8, 9 in 14. Vse tri spojine smo 
najprej fizikalno-kemijsko ovrednotili in na ta način preverili ter potrdili njihovo identiteto in 
čistost. V nadaljnjem postopku smo vse tri spojine biološko ovrednotili, tako da smo določili 
rezidualno aktivnost (RA) človeške DNA-topoizomeraze IIα pri koncentracijah spojin 40 µM 
in 4 µM. Spojini 8 in 14 nista izkazovali zaviralne aktivnosti. Zaradi njunih skupnih strukturnih 
lastnosti lahko sklepamo, da primarna amidna skupina ne tvori pomembnih interakcij z 
vezavnim mestom za ATP. Najboljšo zaviralno aktivnost je imela spojina 9, saj je pri njeni 
koncentraciji 40 µM RA encima znašala 60 %. Njeno večjo zaviralno aktivnost smo glede na 
strukturne elemente pripisali prisotnosti karboksilne skupine. 
Pridobljeni rezultati in ugotovitve magistrske naloge bodo koristili pri nadaljnjih raziskavah in 
pri razvoju boljših ATP-kompetitivnih zaviralcev DNA-topoizomeraze IIα, ki bodo poleg 
dobrega zaviralnega delovanja imeli tudi sposobnost dostopa do tarče v celici. 
Ključne besede: rak, DNA-topoizomeraza IIα, protirakava učinkovina, ATP-kompetitivni 
zaviralec, N-(2-benziloksi)-fenilpirolamid 
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ABSTRACT 
Cancer is a complex disease, one of the leading causes of death in the world, which will have 
an increasing incidence with the ageing of the population and its growth, posing a serious public 
health problem as well as a social problem. To prevent this, intensive research is underway to 
find a selective treatment for most cancers. One of the main characteristics of cancer cells is 
that they divide quickly and uncontrollably. The enzymes involved in the replication of a DNA 
molecule that are necessary for the cell division and its survival are called topoisomerases. 
Because of the important role of topoisomerases in cell division, human DNA 
topoisomerase IIα, which is highly expressed in cancer cells, has been selected as a target for 
the synthesis of anticancer active substances. Drugs that are currently used in cancer treatment 
have many side effects, which indicates a need for further research. The subject of this master's 
thesis is compounds that bind to the ATP-binding site of the N-terminal portion of the enzyme 
and could presumably act selectively on human topoisomerase II. 
In the experimental part of the master's thesis, a series of new 
N-(2-benzyloxy)-phenylpyrrolamide ATP-competitive inhibitors of human DNA 
topoisomerase IIα were synthesized and evaluated. The synthesis yielded three final 
compounds, 8, 9, and 14. All three compounds were first physically and chemically evaluated 
to verify and confirm their identity and purity. In the following procedures, all three compounds 
were biologically evaluated by determining the residual activities (RAs) of human DNA 
topoisomerase IIα at 40 µM and 4 µM concentrations of tested substances. Compounds 8 and 
14 did not show potent inhibitory activities. Considering their common structural properties, it 
can be concluded that the amide group does not form the necessary interactions with the ATP 
binding site. Compound 9 had the best inhibitory activity in the series, and at its 40 µM 
concentration, the RA of the enzyme was 60%. Its improved inhibitory activity can be attributed 
to the presence of a carboxylic acid group. 
The results and the findings of the master's thesis could be used in further research to obtain 
better optimized ATP-competitive inhibitors, which, in addition to excellent inhibitory ability, 
would also have the ability to reach the targets within cells. 
Keywords: cancer, DNA-topoisomerase IIα, anticancer drug, ATP-competitive inhibitor, 
N-(2-benzyloxy)-phenylpyrrolamide  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
 kemijski premik 
AMP-PNP adenozin-5'-(β,γ-imido)trifosfat 
Asn asparagin 
ATP adenozin-5'-trifosfat 
ATR oslabljen popolni odboj (ang. attenuated total reflectance) 
br s širok singlet (ang. broad singlet) 
d dublet 
dd dublet dubleta 
DMF N,N-dimetilformamid 
DMSO dimetil sulfoksid 
DMSO-d6 devteriran dimetil sulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dNTP dezoksiribonukleozid difosfata 
EtOAc etil acetat 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HR-MS masna spektrometrija visoke ločljivosti 
Hsp90 protein toplotnega šoka 90 (ang. heat shock protein 90) 
Hz herc 
IC50 srednja zaviralna koncentracija 
Ile  izolevcin 
IR infrardeča spektroskopija 
J sklopitvena konstanta 
m multiplet 
MCF-7 celična linija raka dojke 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
Mr molekulska masa 
MS masna spektrometrija 
NMM N-metilmorfolin 
NMR jedrska magnetna resonanca 
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Pd/C zmes paladija v aktivnem ogljiku 
q kvartet 
quint kvintet 
RA rezidualna aktivnost 
Rf retencijski faktor 
s singlet 
Ser  serin 
t triplet 
T temperatura 
TBTU O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametilamonijev tetrafluoroborat 
THF tetrahidrofuran 
Thr treonin 
TPK tankoplastna kromatografija 
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1 UVOD 
1.1 Rak  
Rak je že zelo dolgo znana bolezen, o nastanku katere se je spraševal že Hipokrat v 4. stoletju 
pred našim štetjem in je poleg krvožilnih bolezni glavni vzrok umrljivosti v razvitem svetu (1, 
2). Mednarodna agencija za raziskovanje raka je ocenila, da je bilo leta 2012 na svetu okoli 14 
milijonov novih primerov raka, od tega 7,4 milijona med moškimi in 4,6 milijona med 
ženskami. Umrlo je 8 milijonov bolnikov, 32 milijonov ljudi pa je živelo z diagnozo raka. V 
Sloveniji je od ustanovitve državnega Registra raka Republike Slovenije (RRRS) leta 1950 pa 
do konca decembra 2012 za rakom zbolelo več kot 98.000 ljudi. V povprečju v Sloveniji letno 
za rakom zboli skoraj 14.000 ljudi, umre pa jih 6.000 (1). S staranjem prebivalstva in z 
večanjem populacije se soočamo z večanjem pojavnosti raka, zato rakave bolezni predstavljajo 
čedalje večji problem tako zdravstva kot tudi družbe (1, 2). Moški najpogosteje zbolijo za 
rakom prostate, ki mu po razširjenosti sledijo rak pljuč, nemelanomski kožni rak in rak debelega 
črevesja ter danke. Ženske na prvem mestu zbolevajo za rakom dojke, ki mu sledijo kožni rak, 
rak debelega črevesja in danke, pljučni rak in rak materničnega telesa. Podatki o pogostosti 
določenih oblik raka po spolu so navedeni na sliki 1 (1).  
 
Slika 1: Najpogostejše vrste raka po spolu, Slovenija, 2013 (prirejeno po viru 1). 
Poti, ki vodijo k pretvorbi normalne celice v rakavo, so lahko različne glede na vrsto celic oz. 
tkiva, vendar imajo ne glede na to vse rakave celice nekaj skupnih lastnosti, ki jih naredijo 
neodvisne od ustaljenih mehanizmov v normalnih celicah. 
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Te skupne lastnosti so prikazane na sliki 2. Rakave celice se ne odzivajo na signale, ki 
uravnavajo število celičnih delitev. Na ta način lahko uravnavajo lastno proliferacijo s tem, da 
same sprožijo nastanek rastnih dejavnikov, spreminjajo izražanje receptorjev za rastne 
dejavnike in/ali spreminjajo aktivnost znotrajceličnih signalnih poti. Da bi dosegle 
nenadzorovano delitev, morajo imeti rakave celice zmanjšano sintezo in delovanje 
tumor-supresorskega retinoblastomskega proteina (RB), poleg tega pa se mora ponovno 
aktivirati tudi gen, ki kodira za podenote encima telomeraze, kar vpliva na podaljševanje 
telomer. Rakave celice so pogosto odporne na apoptozo, posledično pa so lahko odporne tudi 
na kemoterapijo in radioterapijo. Genomska nestabilnost rakavih celic jim onemogoča 
popravljanje poškodb na DNA, kar je pogoj za nastanek raka. Tako se nabere kritično število 
sprememb, ki so potrebne za maligno transformacijo. Rakave celice so mnogo bolj prilagodljive 
na vplive iz okolja in se spretno izogibajo delovanju imunskega sistema prek tvorbe citokinov 
in kemokinov ter izražanja antigenov, kar kasneje uporabijo za spodbujanje svoje rasti in 
metastaziranje. Kot posledica tvorbe proteaz v tumorskih celicah so tumorske celice sposobne 
prehoda skozi bazalno membrano in steno žil, kar privede do nastanka metastaz. Za rakave 
celice je značilen Warburgov efekt, ki je posledica zmanjšanega delovanja ali poškodbe 
mitohondrijev ali povečane potrebe po energiji ter se kaže v povečani mlečnokislinski 
fermentaciji glukoze (namesto oksidacije piruvata v mitohondrijih) (1).  
 
Slika 2: Poglavitne značilnosti rakavih celic (prirejeno po viru 3). 
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V Sloveniji se s ciljem zmanjšanja umrljivosti prebivalstva izvajajo naslednji presejalni testi za 
sekundarno preventivo: ZORA (program za zgodnje odkrivanje raka na materničnem vratu), 
SVIT (program za zgodnje odkrivanje raka debelega črevesja in danke), test PSA (program za 
zgodnje odkrivanje raka prostate) in DORA (program za zgodnje odkrivanje raka dojke) (1).  
Za diagnozo in spremljanje poteka bolezni se izvajajo naslednje preiskave: medicinsko 
biokemijske preiskave, citopatološke preiskave, histopatološke preiskave, radiološke preiskave 
(rentgensko slikanje, ultrazvočne preiskave, računalniško tomografijo in magnetno resonanco) 
ter nuklearnomedicinske diagnostične preiskave (1, 2). Za zdravljenje raka največkrat 
uporabljamo kombinacijo kirurškega, radioterapevtskega in sistemskega zdravljenja, poleg 
navedenih oblik sta prisotni tudi podporno in paliativno zdravljenje (1).  
 
1.2 Molekula DNA in njeno podvajanje  
DNA je biološka makromolekula, katere glavne naloge so shranjevanje, prenos in izražanje 
genske informacije, kar je pomembno za razvoj in delovanje živih organizmov. DNA je pri 
evkariontih prisotna v celičnem jedru in v mitohondrijih, pri prokariontih pa leži prosto v 
citoplazmi. DNA je zelo dolg polimer v obliki dveh medsebojno povezanih verig, sestavljenih 
iz posameznih monomernih enot, ki se imenujejo nukleotidi (2, 4, 5).  
Obstajajo štiri vrste nukleinskih baz – dve purinski (adenin in gvanin) in dve pirimidinski 
(citozin in timin) –, ki skupaj s sladkorjem gradijo osnovno enoto DNA, imenovano nukleozid 
(tvorijo N-glikozidno vez). Ko se nukleozid poveže s fosfatom, nastane nukleotid. V molekuli 
DNA so nukleotidi med seboj povezani v polinukleotide prek 3',5'-fosfodiestrskih vezi (3'-OH 
skupina enega nukleotida se poveže s 5'-fosfatno skupino drugega nukleotida). Poleg 
fosfodiestrskih vezi je ena od značilnosti molekule DNA tudi ta, da baze na eni verigi tvorijo 
vodikove vezi s komplementarnimi bazami na drugi verigi (adenin s timinom in gvanin s 
citozinom). Zaradi komplementarnosti se genska informacija pri podvojevanju prenaša na 
hčerinsko DNA. Poleg prej naštetih vezi je molekula DNA dodatno stabilizirana s pomočjo Van 
der Waalsovih in hidrofobnih interakcij (2, 4, 5). Zgradba molekule DNA je prikazana na sliki 
3.  
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Slika 3: Zgradba molekule DNA (prirejeno po viru 6). 
Molekula DNA ima semikonzervativen način podvojevanja, ki se začne na točno določenem 
mestu in se nadaljuje v obe smeri. Proces se začne, ko se encim helikaza veže na izhodišče 
replikacije in katalizira ločitev obeh verig DNA. Ko se molekula DNA loči, pride do dodatnega 
zvitja (t. i. superzvitja), ki je lahko pozitivno (v smeri zavoja DNA) ali negativno (v nasprotni 
smeri zavoja). Da se podvajanje lahko nadaljuje, morajo delovati encimi topoizomeraze, ki 
zmanjšajo napetost molekule DNA. S pomočjo helikaze in topoizomeraz pride do oblikovanja 
replikacijskih vilic. V naslednjem koraku delujejo sledeči encimi: protein SSB (protein, ki se 
veže na enoverižno DNA in ščiti pred hidrolitično cepitvijo fosfodiestrskih vezi), primaza 
(odgovorna za sintezo začetnega oligonukleotida RNA), polimeraza III (pomembna za 
podaljševanje molekule DNA), DNA-polimeraza I (skrbi za zamenjavo ribonukleotida v 
začetnem oligonukleotidu z deoksiribonukleotidom) in encim DNA-ligaza (ključen za sintezo 
zadnje manjkajoče fosfodiestrske vezi med Okazakijevimi fragmenti) (4). Vloga različnih 
encimov pri podvajanju DNA je predstavljena na sliki 4.  
 
Slika 4: Vloga različnih encimov pri podvajanju DNA (prirejeno po viru 7).  
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1.3 DNA-topoizomeraze 
DNA-topoizomeraze so velika družina encimov, ki so za celico nujni in igrajo pomembno vlogo 
pri procesu prepisovanja in podvojevanja DNA (8). Med procesi podvojevanja in prepisovanja 
DNA ter ločevanja kromosomov prihaja do topoloških sprememb molekule DNA, ki jih 
razrešujejo topoizomeraze. Topoizomeraze opravljajo svojo funkcijo tako, da na molekuli DNA 
katalizirajo enoverižne ali dvoverižne cepitve, da lahko druga veriga DNA preide skozi 
razcepljen del, pri čemer pride do sprostitve dodatnega zvitja molekule DNA (8–17).  
Ti encimi so prisotni tako pri evkariontih kot prokariontih (10, 18). Na sliki 5 so shematsko 
prikazani topološki procesi, ki jih katalizirajo topoizomeraze.  
 
Slika 5: Topološki procesi, ki jih v molekulo DNA uvajajo topoizomeraze (prirejeno po viru 
11). 
Glede na to, v katerih organizmih se nahajajo, kako so zgrajene in kakšen je mehanizem 
njihovega delovanja, topoizomeraze delimo na več skupin in podskupin (10, 11, 13). Osnovna 
delitev temelji na tem, ali cepijo eno ali dve verigi, na podlagi česar lahko topoizomeraze 
razdelimo na topoizomeraze tipa I (cepijo eno verigo) in topoizomeraze tipa II (cepijo dve 
verigi) (10–19). Vse topoizomeraze opravljajo svojo funkcijo tako, da hidroksilna skupina 
tirozinskega ostanka nukleofilno napade fosfatni konec molekule DNA. Ta reakcija je 
reverzibilna in ne spremeni zaporedja DNA (13, 18, 19, 21).  
Topoizomeraze tipa I katalizirajo uvedbo začasnih enoverižnih cepitev DNA. Glede na mesto 
cepitve lahko topoizomeraze tipa I razdelimo v tri podskupine: IA, IB in IC (10, 13, 15, 22). 
Topoizomeraze IA povzročijo cepitev DNA, pri kateri nastane 5-fosfotirozilni ostanek, pri 
čemer se sprosti negativno dodatno zvita molekula DNA. Za svoje katalitično delovanje 
topoizomeraze IA potrebujejo prisotnost ionov Mg2+ ali Zn2+.  
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S pomočjo topoizomeraz IB nastane 3-fosfotirozilni ostanek, pri čemer se sprosti tako pozitivno 
kot negativno dodatno zvita molekula DNA. Za svoje delovanje topoizomeraze IB ne 
potrebujejo magnezijevih ionov (10, 13, 15, 17, 19, 21, 22). Topoizomeraze IC so funkcionalno 
podobne topoizomerazam IB (10, 13, 15, 19, 21, 22, 23).  
Topoizomeraze tipa II katalizirajo začasne dvoverižne prekinitve molekule DNA in za svoje 
delovanje poleg magnezijevih ionov potrebujejo tudi energijo, ki jo dobijo s hidrolizo ATP. 
Topoizomeraze tipa II lahko razdelimo na dve podskupini: IIA in IIB. V različnih sesalskih 
celicah so topoizomeraze IIA prisotne v dveh izooblikah: α in β (9, 10, 11, 13, 21, 24).  
Topoizomerazi IIα in IIβ imata skupnih 70 % aminokislinskega zaporedja, razlikujeta se v masi 
ustreznih protomerov, kodirajo pa ju različni geni. Alfa izooblika je prisotna v delečih se 
celicah, medtem ko je beta izooblika prisotna tako v delečih se celicah kot tudi v mirujočih 
celicah (10, 11, 13, 15, 18, 21). Topoizomeraza IIα je močneje izražena v rakavih celicah in jo 
uporabljamo kot tarčo za razvoj protirakavih učinkovin. V nadaljevanju bomo podrobneje 
razložili zgradbo in delovanje topoizomeraze IIα. 
1.4 Katalitični cikel DNA-topoizomeraze IIα  
Topoizomeraza IIα je med večstopenjskim katalitičnim procesom v različnih konformacijah. 
Shema katalitičnega procesa je prikazana na sliki 6. Proces se začne, ko se na encim veže 
molekula DNA (t. i. verige G). V naslednjem koraku se na ATP-vezavni mesti dveh podenot 
vežeta dve molekuli ATP, kar povzroči dimerizacijo regij ATP in zaprtje N-regije okoli druge 
molekule DNA (t. i. veriga T). V tretjem koraku ob prisotnosti ionov Mg2+ pride do cepitve 
G-verige s pomočjo dveh tirozinskih ostankov, kot produkt pa nastaneta dva 5-fosfotirozina. 
Skozi nastalo začasno prekinitev (vrata DNA) verige G preide veriga T. Ko se G-segment 
ponovno poveže, pride do hidrolize molekule ATP. Pri katalitičnem procesu sta vključeni dve 
molekuli ATP. Prva molekula ATP je pomembna za transport T-verige, medtem ko je druga 
molekula ATP pomembna za začetek novega encimskega cikla. V naslednjem koraku se odpre 
C-regija encima, kar omogoči sprostitev T-verige. Ko se C-regija zapre, pride do hidrolize še 
druge molekule ATP, odprejo se N-vrata in sprosti se G-veriga. Ko se sprostita G-veriga in 
molekula ADP, je encim pripravljen na nov katalitični cikel (8–12, 15, 17, 22, 25). 
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Slika 6: Katalitični cikel DNA-topoizomeraze II (prirejeno po viru 10). 
1.5 Tridimenzionalna struktura človeške DNA-topoizomeraze IIα 
Molekulska masa evkariontske DNA-topoizomeraze IIα v obliki homodimera znaša okoli 170 
kDa (8, 10, 15, 17, 24). Struktura DNA-topoizomeraze II kvasovke Saccharomyces cerevisiae 
je pripomogla, da smo sestavili modelno strukturo človeške DNA-topoizomeraze IIα. Modelna 
struktura človeške DNA-topoizomeraze IIα je prikazana na sliki 7 in jo lahko razdelimo na tri 
dele: N-terminalni del, C-terminalni del in centralni del (10, 11, 20, 24, 26).  
N-terminalni del gradi 600 aminokislin in je razdeljen na dva dela; na ATP-vezavno domeno in 
na domeno za prenos signala ali t. i. »transducer« domeno. ATP-vezavna domena je po strukturi 
podobna družini encimov GHKL (giraza, Hsp90, histidin-kinaza in MutL protein) in je 
zadolžena za vezavo ATP, medtem ko je »transducer« domena odgovorna za spremembo 
konformacije N-končnega dela (15, 17, 18, 20, 25, 27).  
Centralni del je zgrajen iz 540 aminokislin in je sestavljen iz treh domen: domene TOPRIM 
(topoizomeraza/primaza), domene WHD (ang. winged helix domain) in domene TOWER 
(domene, ki interagira z drugim monomerom dimera). Domena TOPRIM je odgovorna za 
vezavo iona Mg2+ in skupaj z domeno WHD, ki vsebuje katalitični tirozinski ostanek, sodeluje 
pri cepitvi molekule DNA (9). 
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C-končni del je odgovoren za lokalizacijo v jedru, za fosforilacijo in interakcijo z ostalimi 
proteini ter za sprostitev molekule DNA po končanem katalitičnem ciklu (10, 11, 14, 15, ).  
 
 Slika 7: 3D modelna struktura človeške DNA-topoizomeraze IIα. 
1.6 ATP-vezavno mesto na DNA-topoizomerazi II  
N-terminalni del DNA-topoizomeraze II vsebuje vezavno mesto za ATP in ima zelo pomembno 
vlogo pri uvajanju topoloških sprememb v molekulo DNA. ATP-vezavno mesto je tako zelo 
pomembno ciljno mesto za načrtovanje učinkovin s protirakavim delovanjem. 
Iz kristalne strukture molekule AMP-PNP (adenozin-5'-[β,γ-imido]trifosfat) v aktivnem mestu 
DNA-topoizomeraze II (slika 8) lahko ugotovimo, kateri aminokislinski ostanki so pomembni 
za vezavo molekule ATP v aktivno mesto (20). Molekula AMP-PNP s pomočjo adeninskega 
obroča tvori vodikove vezi s stransko verigo karbonilnega kisika Asn30. Poleg tega adeninski 
obroč molekule AMP-PNP tvori vodikove vezi z ostanki Asn120, Thr215 in Tyr34. Riboza, ki 
je del molekule AMP-PNP, tvori dve vodikovi vezi s stranskimi verigami aminokislin Ser149 
in Asn150. Fosfati iz molekule AMP-PNP tvorijo interakcije z Lys168, Asn91, Asn150, Ser148 
in Lys378. Poleg omenjenih aminokislin so pomemben del ATP-vezavnega mesta tudi 
aminokislinski ostanki Arg162, Asn163, Gly164, Tyr165, Gly166 in Ala167, ki dodatno 
stabilizirajo konformacijo molekule AMP-PNP. Pomemben je tudi ion Mg2+, ki je s 
koordinacijskimi vezmi povezan z vsemi tremi fosfati iz AMP-PNP (10, 15).  
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Slika 8: Prikaz interakcij med ATP-vezavno domeno DNA-topoizomeraze II in 
nehidrolizirajočim analogom ATP AMP-PNP. Različni deli molekule AMP-PNP in njihove 
interakcije z ATP-vezavno domeno so obarvani z različnimi barvami (prirejeno po 10). 
1.7 Protirakave zdravilne učinkovine 
V nadaljevanju bomo opisali učinkovine, ki se trenutno uporabljajo za terapijo raka, med 
katerimi so skoraj vse registrirane v Republiki Sloveniji. Selektivna toksičnost večine 
učinkovin temelji na genetskih in epigenetskih razlikah med normalnimi in malignimi celicami. 
V naslednjem poglavju bomo podrobneje opisali učinkovine, ki delujejo neposredno na 
molekulo DNA, in mehanizme njihovega delovanja.  
Preglednica I: Glavne skupine protirakavih učinkovin in nekateri predstavniki (prirejeno po 28). 
Skupina protirakavih 
učinkovin 
Primeri 
Zaviralci angiogeneze angiostatin K13, endostatin, fumagilin, genistein, 
minociklin, staurosporin, talidomid 
Zaviralci sinteze DNA 
 
metotreksat, aminopterin, 5-fluorouracil, hidroksi 
sečnina, mitomicin C 
Zaviralci encimov in 
učinkovine, ki uravnavajo 
transkripcijo DNA 
S(+)kamptotecin, kurkumin, etopozid, formestan, 
hispidin, mevinolin, trihostatin A, daunorubicin, 
doksorubicin, idarubicin 
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Zaviralci mikrotubulov 
 
kolhicin, dolastatin, nokodazol, paklitaksel, 
podofilotoksin, rizoksin, vinblastin, vinorelbin 
Interkalirajoče protirakave 
učinkovine 
bleomicin, karboplatin, karmustin, klorambucil, 
ciklofosfamid, cisplatin, mitoksantron 
Učinkovine, ki uravnavajo 
izražanje genov 
4-hidroksitamoksifen, mifepriston, raloksifen, 
tamoksifen, troglitazon 
 
V začetni fazi tumorske rasti celice ne potrebujejo zapletenega žilnega sistema, ker se 
oskrbujejo z difuzijo. Ko tumor preide v fazo povečane rasti, se pojavi potreba po razvoju 
krvnih žil. V tem procesu sodelujejo proangiogeni dejavniki, ki so v tem primeru patogeni in 
so tarča za delovanja zaviralcev angiogeneze (28, 29).  
Interkalirajoče protirakave učinkovine delujejo tako, da se vrinejo med bazne pare DNA. Na ta 
način se tvorijo različne vezi (hidrofobne, ionske, Van der Waalsove in vodikove), kar vodi do 
spremembe strukture molekule DNA in do tvorbe interkalirajočih votlin.  
Glede na to, v katero skupino spada učinkovina, lahko ta deluje proti malariji, kot antibiotik ali 
protitumorsko (28, 29).  
Med zaviralce sinteze DNA spadajo učinkovine, katerih tarči sta poliglutamat (oblika folne 
kisline, ki jo dobimo s hrano in se v organizmu reducira do tetrahidrofolne kisline, ki je potrebna 
za sintezo purinov, pirimidinov, serinov in metionina, potrebnih za sintezo molekule DNA) in 
encim ribonukleotidna reduktaza (RNR), ki je zelo visoko izražen v malignih celicah in je 
odgovoren za pretvorbo ribonukleozid difosfata (NDP) v deoksiribonukleozid difosfat (dNTP) 
ter je nujen za sintezo in proliferacijo DNA (28, 29).  
Učinkovine, ki uravnavajo izražanje genov, vplivajo na reverzibilne epigentske spremembe, 
kot so metiliranje, acetiliranje in deacetiliranje DNA ter spreminjanje histonov. Znane 
učinkovine, ki delujejo preko tega mehanizma, so zaviralci encimov histon deacetilaze 
(HDAC), ki so odgovorni za deacitelacijo histona, kar je pomembno za regulacijo transkripcije, 
in se kot takšni zelo izražajo v malignih celicah in zavirajo ekspresijo tumor supresorskega 
gena, ter zaviralci P-glikoproteina, ki je prekomerno izražen v malignih celicah, njegovo 
optimalno izražanje v normalnih celicah pa ima zaščitno vlogo.  
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Poleg zgoraj naštetih učinkovin se uporabljajo tudi zaviralci mikrotubulov, ki lahko delujejo na 
dva načina: povečajo maso mikrotubulov (zmanjšanje dinamike mikrotubuov, vpliv na 
stabilizacijo in sprožitev apoptoze) ali zavirajo polimerizacijo in zmanjšajo maso mikrotubulov, 
kar lahko povzroči odpornost in prekomerno toksičnost (28, 29).  
V boju proti raku lahko kot tarče izkoriščamo tudi naslednje encime: presnovne encime (rakave 
celice običajno uporabljajo aerobno glikolizo, zaradi česar lahko z zaviranjem presnovnih 
encimov delujemo selektivno na rakave celice), encim aromatazo (sodeluje pri sintezi estrogena 
in ga lahko kot tarčo uporabimo pri zdravljenje raka dojke s ciljem zmanjšanja raveni 
estrogena), RNA-polimerazo I, RNA-polimerazo II, od ciklina odvisne kinaze, 
DNA-topoizomeraze ter številne transkripcijske dejavnike. V nadaljevanju bomo več 
pozornosti posvetili učinkovinam, ki delujejo na DNA-topoizomeraze, odgovorne za uvajanje 
topoloških sprememb v molekulo DNA. Učinkovine, kot so doksorubicin, daunorubicin, 
idarubicin in epirubicin z delovanjem na encim DNA-topoizomerazo II uravnavajo in delujejo 
tudi na transkripcijo DNA (28–30).  
 
Zaviralci DNA-topoizomeraze I 
Za zdravljenje raka se kot zaviralca topoizomeraze I uporabljata irinotekan in topotekan, 
derivata naravne spojine kamptotecin, ki se zaradi slabe topnosti in številnih stranskih učinkov 
ne uporablja (slika 9). Tako irinotekan kot topotekan sta zaradi številnih stranskih učinkov 
učinkovini kasnejšega izbora pri zdravljenju nekaterih vrst raka. Topotekan se daje intravensko 
pri zdravljenju metastaz raka na jajčnikih, irinotekan pa se uporablja pri metastazah raka 
debelega črevesa in kosti v kombinaciji s 5-flurouracilom in folno kislino (31).  
 
Slika 9: Prikaz kemijskih formul zaviralcev topoizomeraze I, ki se uporabljata pri zdravljenju 
raka (irinotekan levo in topotekan desno). 
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Zaviralci DNA-topoizomeraze II 
Poleg zgoraj naštetih učinkovin se v onkološki praksi že dolgo uporabljajo učinkovine, ki 
zavirajo DNA-topoizomerazo II. Zaviralci človeške DNA-topoizomeraze II se v grobem delijo 
na topoizomerazne strupe in katalitične zaviralce. 
Zaradi velikega števila neželenih učinkov, ki jih imajo topoizomerazni strupi, predstavljajo 
katalitični zaviralci obetavno skupino protirakavih učinkovin, ki ji znanstveniki posvečajo 
veliko pozornost.  
 
 Slika 10: Razdelitev zaviralcev človeške DNA-topoizomeraze IIα (prirejeno po 11). 
Topoizomerazni strupi 
Topoizomeraze pri svojem običajnem delovanju ustvarijo kratkotrajen kovalentni kompleks 
med DNA in encimom, ki postane ob prisotnosti topoizomeraznih strupov tako stabilen, da 
topoizomeraza deluje kot toksin, kar vodi v trajno prekinitev DNA in povzroči celično smrt (9, 
11, 15, 17, 25). Topoizomerazne strupe delimo na kovalentne in nekovalentne, nekovalentne 
strupe pa še naprej na interkalirajoče in neinterkalirajoče. Na sliki 11 je prikazan mehanizem 
delovanja topoizomeraznih strupov (11, 15).  
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Slika 11: Shematski prikaz delovanja topoizomeraznih strupov (prirejeno po 11). 
Neinterkalirajoče spojine delujejo tako, da se nekovalentno vežejo na encim in tako preprečijo 
njegovo delovanje. Med neinterkalirajoče zaviralce spada etopozid, polsintezni derivat 
podofilotoksina, nealkaloidnega lignana iz različnih vrst podofilov (Podophyllum sp.) (11, 
15–17, 31). Podofilin ima šibko protitumorsko in antimitotično delovanje – učinkovit je proti 
kožnemu raku – vendar so se znanstveniki zaradi njegove velike toksičnosti trudili, da bi odkrili 
spojino s podobnim protirakavim delovanjem in z nizko toksičnostjo. Kot rezultat teh raziskav 
so sintetizirali etopozid in njegov analog tenipozid. Etopozid zavira celični cikel v fazi S in v 
zgodnji fazi G2. Zaradi slabe topnosti uporabljamo etopozid v obliki predzdravila etopozid 
fosfata, ki ima po nekaterih raziskavah manj stranskih učinkov kot etopozid (11, 16). Etopozid 
uporabljamo za zdravljenje drobnoceličnega in nedrobnoceličnega pljučnega raka, 
neseminomatoznega raka testisov, akutne mielocitne levkemije (pri otrocih in odraslih), 
Hodgkinovega in ne-Hodgkinovega limfoma ter horiokarcinoma. Tenipozid je analog 
etopozida in ima širok spekter delovanja (11, 15–17, 31, 32). Na sliki 12 sta prikazani strukturni 
formuli etopozida in tenipozida.  
 
Slika 12: Strukturni formuli etopozida (levo) in tenipozida (desno).  
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Antraciklini delujejo kot interkalatorji, tako da se njihov planarni del vstavi med bazne pare 
DNA, kar povzroči poškodbe DNA. Med antracikline s protirakavim delovanjem spadajo 
doksorubicin in davnorubicin ter njuni analogi epirubicin, idarubicin in pirarubicin. 
Doksorubicin uporabljamo za zdravljenje raka bezgavk, endometrija, pljuč, mehurja, želodca, 
ščitnice, prostate in trebušne slinavke, pri levkemijah, sarkomu, Hodgkinovem in 
ne-Hodgkinovem limfomu, Wilmsonovem tumorju ter rakavih boleznih neznanega izvora. 
Čeprav je učinkovit proti številnim vrstam raka, je njegova uporaba zaradi kardiotoksičnosti 
omejena. Kardiotoksičnost ni povezana z zaviralno aktivnostjo na encim, temveč z nastankom 
prostih radikalov, ki uničujejo celice (11, 15–17, 31). Tudi ostali omenjeni antraciklini so 
učinkoviti proti različnim rakavim obolenjem, najbolj lipofilen antraciklin idarubicin, ki ima 
poleg svojega citotoksičnega učinka še antimikotični učinek. Med interkalatorje uvrščamo še 
mitoksantron, ki ima poleg citotoksičnega učinka tudi učinek na zdravljenje multiple skleroze, 
in amsakrin, ki se najpogosteje uporablja za zdravljenje mieloične levkemije (11, 31). 
Kovalentni topoizomerazni strupi delujejo tako, da se kovalentno vežejo na encim in posledično 
poškodujejo celico. Za njihovo delovanje je potrebna odsotnost reducentov. Čeprav na trgu ni 
učinkovin, ki delujejo po tem mehanizmu, v to skupino uvrščamo kinonske derivate, kot so 
bioflavonoidi. Ta skupina vključuje tudi znano spojino NAPQI (N-acetil-p-benzokinonimin), 
ki je produkt razgradnje paracetamola in je toksična za jetra (11, 17).  
Katalitični zaviralci 
Katalitični zaviralci delujejo tako, da zavirajo enega izmed korakov katalitičnega cikla encima, 
in glede na to, kateri korak zavirajo, jih lahko razdelimo v štiri skupine: (i) spojine, ki preprečijo 
vezavo DNA-topoizomeraze II na DNA, (ii) spojine, ki preprečijo cepitev verige DNA, (iii) 
spojine, ki preprečijo hidrolizo ATP in (iv) spojine, ki se vežejo v ATP-vezavno mesto (10, 32). 
Aklarubicin in suramin sta spojini, ki preprečujeta prvi korak v katalitičnem procesu 
DNA-topoizomeraze II z vezavo na molekulo DNA (9, 10, 25). Aklarubicin je antraciklinski 
antibiotik, ki ima manjšo kardiotoksičnost in zavira tudi DNA-topoizomerazo I ter se uporablja 
za zdravljenje akutne mieloblastne levkemije in limfoma (10, 11, 15, 25). Suramin so primarno 
uporabljali za zdravljenju onkocerioze in afriške spalne bolezni, trenutno pa je v drugi fazi 
kliničnih preizkušanj in kaže dobro aktivnost za zdravljenje bolnikov s hormonsko neodzivnim 
rakom prostate in celic glije (10, 25). 
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Merbaron in tiobarbiturati so spojine, ki preprečijo cepitev molekule DNA, vendar ne delujejo 
po enakem mehanizmu kot antraciklinski topoizomerazni strupi in ne vplivajo na vezavo DNA 
na topoizomerazo. Zaradi nefrotoksičnosti in slabe protirakave učinkovitosti so prekinili 
njihova klinična preizkušanja. Bisdiopiperazini in deksrazoksan so spojine, ki zavirajo 
hidrolizo ATP, deksrazoksan pa poleg tega deluje tudi kot kelator železa in prepreči 
kardiotoksičnost, povzročeno z antraciklini, ter je edini katalitični zaviralec 
DNA-topoizomeraze II v klinični uporabi v Sloveniji (10, 11, 15). 
Učinkovin, ki bi se vezale na ATP-vezavno mesto in bi na ta način preprečile vezavo molekule 
ATP in nadaljnji potek katalitičnega cikla, trenutno ni na tržišču, vendar na tem področju 
potekajo intenzivne raziskave. Tema te magistrske naloge je razvoj novih ATP-kompetitivnih 
zaviralcev katalitičnega cikla človeške DNA-topoizomeraze II. Trenutno poznani 
ATP-kompetitivni zaviralci tega encima so pirazolopirimidini (11), triazini (12) in derivati 
triazinona (13). Kot zaviralec naravnega izvora lahko omenimo gambojsko kislino (slika 13) 
(10, 11, 14, 20, 23, 33, 34). 
 
 
 
Slika 13: Izbrane strukture katalitičnih zaviralcev človeške DNA-topoizomeraze II (prirejeno 
po viru 11). 
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2. NAČRT DELA 
Namen magistrskega dela je sintetizirati nove katalitične zaviralce človeške 
DNA-topoizomeraze II, ki se bodo vezali na ATP-vezavno mesto encima in na ta način 
preprečili delovanje encima. Glede na to, da imajo učinkovine, ki se trenutno uporabljajo za 
zdravljenje raka, veliko pomanjkljivosti, predstavljajo ATP-kompetitivni zaviralci obetavno 
novo skupino učinkovin za boj proti raku. Pripravili bomo štiri spojine, ki jih bomo 
fizikalno-kemijsko in biološko ovrednotili. Njihovo istovetnost in čistost bomo preverili s 
pomočjo jedrske magnetne resonance (NMR), infrardeče spektroskopije (IR), masne 
spektrometrije (MS) in tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC). 
Na podlagi struktur ATP-kompetitivnih zaviralcev bakterijske DNA-giraze, ki so jih predhodno 
odkrili na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani, smo 
načrtovali serijo novih N-(2-benziloksi)-fenilpirolamidnih zaviralcev človeške 
DNA-topoizomeraze II (slika 14 ). Glede na dosedanje raziskave predvidevamo, da se bo 
pirolamidni del naših načrtovanih spojin vezal v adeninski žep encima, pri čemer bo tvoril 
vodikovo vez z asparaginom 120 (Asn120). Pri našem delu bomo izkoristili osrednji benzenov 
obroč za pripenjanje različnih substituentov in posledično za tvorbo dodatnih interakcij z 
encimom. Desni terminalni del molekule (slika 14) bo vseboval funkcionalne skupine, ki lahko 
tvorijo dodatne interakcije z magnezijevim ionom in s polarnimi aminokislinskimi ostanki, ki 
se nahajajo v vezavnem mestu za ATP. 
 
Slika 14: Načrtovani zaviralci človeške DNA-topoizomeraze II. 
Sintezo prve končne spojine (6) bomo izvedli v skladu z reakcijsko shemo 1 ali, če sinteza ne 
bo uspešna, v skladu z reakcijsko shemo 2. V prvi stopnji bomo 3-hidroksi-4-nitrobenzojsko 
kislino (1) raztopili v metanolu in dodali žveplovo(VI) kislino ter na ta način kislo funkcionalno 
skupino pretvorili v estrsko, do nastanka produkta 2. Nato bomo na hidroksilno skupino v 
spojini 2 pripeli metil 3-(klorometil)benzoatni fragment za nastanek spojine 3.  
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V naslednjem koraku bomo izvedli redukcijo nitro skupine v spojini 3 z uporabo železa in 
ocetne kisline, pri čemer bo prišlo do nastanka amina 4. Na aminsko skupino spojine 4 bomo 
nato pripeli 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino in tako dobili spojino 5. V 
zadnji stopnji sinteze bomo spojini 5 dodali metanol, nasičen z amonijakom, in na ta način 
estrsko funkcionalno skupino pretvorili v amidno, do nastanka produkta 6.  
 
Shema 1: Reagenti in pogoji pri sintezi spojine 6. a) MeOH, H2SO4, 65 °C, 15 h; b) metil 
3-(klorometil)benzoat, K2CO3, N,N-dimetilformamid, 100 °C, 15 h; c) Fe, AcOH, sobna T, 3 h; 
d) i: 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna kislina, oksalil klorid, diklorometan, sobna T, 
15 h, nato ii: 4, diklorometan/piridin = 10/1, sobna T, 15 h; e) MeOH, NH3(g), 120 °C (zaprta 
viala), 15 h. 
Sintezo spojine 6 po shemi 2 bomo začeli tako, da bomo 3-hidroksi-4-nitrobenzojski kislini (1) 
dodali metanol in žveplovo(VI) kislino ter na ta način kislo funkcionalno skupino pretvorili v 
estrsko, do nastanka produkta 2. Nato bomo na hidroksilno skupino v spojini 2 pripeli metil 
3-(klorometil)benzoatni fragment, do nastanka spojine 3. V naslednjem koraku bomo spojini 3 
dodali metanol, nasičen z amonijakom, in tako estrsko funkcionalno skupino spojine 3 pretvorili 
v amidno, do nastanka spojine 7. Nato bomo reducirali nitro skupino v spojini 7 z uporabo 
železa in ocetne kisline ter na ta način dobili amin 8. V zadnjemu koraku bomo na aminsko 
skupino spojine 8 pripeli 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino in tako pripravili 
produkt 6. 
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Shema 2: Reagenti in pogoji pri sintezi spojine 6. a) MeOH, H2SO4, 65 °C, 15 h; b) metil 
3-(klorometil)benzoat, K2CO3, N,N-dimetilformamid, 100 °C, 15 h; c) MeOH, NH3(g), 120 °C 
(zaprta viala), 15 h; d) Fe, AcOH, sobna T, 3 h; e) i: 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna 
kislina, oksalil klorid, diklorometan, sobna T, 15 h, nato ii: 8, diklorometan/piridin = 10/1, 
sobna T, 15 h.  
Sintezo druge končne spojine (9) bomo izvedli v skladu s shemo 3, kjer bomo metilni estrski 
skupini v spojini 5 hidrolizirali do karbokslinih skupin s pomočjo 2M NaOH.  
 
Shema 3: Reagenti in pogoji pri sintezi spojine 9. 2M NaOH, THF, MeOH, sobna T, 15h.  
Tretjo končno spojino (14) bomo pripravili v skladu s shemo 4. V prvemu koraku bomo na 
hidroksilno skupino 2-nitrofenola (10) pripeli metil 3-(klorometil)benzoat in na ta način dobili 
spojino 11. V naslednjem koraku bomo z uporabo železa in ocetne kisline reducirali nitro 
skupino v spojini 11 do aminske skupine in kot produkt dobili spojino 12. Nato bomo na 
aminsko skupino spojine 12 pripeli 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino in dobili 
spojino 13. V zadnjem koraku bomo dodali metanol, nasičen z amonijakom, in na ta način 
estrsko funkcionalno skupino pretvorili v amidno, s čimer bomo dobili produkt 14.  
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Shema 4: Reagenti in pogoji pri sintezi spojine 14. a) Metil 3-(klorometil)benzoat, K2CO3, 
N,N-dimetilformamid, 100 °C, 15 h; b) Fe, AcOH; sobna T, 3 h; c) i: 
3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna kislina, oksalil klorid, diklorometan, sobna T, 15 h, 
nato ii: 12, diklorometan/piridin = 10/1, sobna T, 15 h; d) MeOH, NH3(g), 120 °C (zaprta viala), 
15h. 
Sintezo četrte končne spojine (21) bomo izvedli v skladu s shemo 5. V prvemu koraku bomo 
na hidroksilno skupino 4-hidroksibenzaldehida (15) pripeli 4-(2-kloroetil)morfolin (16) in na 
ta način dobili spojino 17. V naslednjem koraku bomo z uporabo natrijevega borohidrida 
reducirali aldehidno skupino spojine 17 do alkoholne skupine in kot produkt dobili spojino 18. 
Nato bomo z Mitsunobujevo reakcijo ob uporabi trifenilfosfina in diizopropil azodikarboksilata 
(DIAD) na alkoholno skupino spojine 18 pripeli 2-nitrofenol (9) in tako dobili spojino 19. Z 
uporabo železa in ocetne kisline bomo nato reducirali nitro skupino v spojini 19 in na ta način 
dobili amin 20. V naslednjem koraku bomo na aminsko skupino spojine 20 pripeli 
3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino in tako pripravili spojino 21. 
 
Magistrska naloga, Sinteza in vrednotenje novih N-(2-benziloksi)-fenilpirolamidnih zaviralcev človeške 
DNA-topoizomeraze II, Bilka Handanagić, 2020 
 
20 
 
Shema 5: Reagenti in pogoji pri sintezi spojine 21. a) K2CO3, N,N-dimetilformamid, 100 °C, 
15 h; b) NaBH4, THF, sobna T, 3 h; c) PPh3, DIAD, THF, sobna T, 15 h; d) Fe, AcOH, 3 h; 
e) i: 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna kislina, oksalil klorid, diklorometan, sobna T, 
15 h, nato ii: 20, diklorometan/piridin = 10/1, sobna T, 15 h. 
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3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Reagenti in topila 
Za eksperimentalni del magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila proizvajalcev 
Apollo Scientific, Acros Organics, Merck, Sigma-Aldrich in TCI. 
3.2 Temperatura tališča 
Tališča spojin smo določali na Kofflerjevem mikroskopu podjetja Leica z ogrevalno mizico na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
3.3 Risanje spojin in nomenklatura po IUPAC 
Za risanje reakcijskih shem in poimenovanje spojin po nomenklaturi IUPAC smo uporabili 
računalniški programa ChemBioDraw Ultra 16.0 podjetja CambridgeSoft. 
3.4 Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija (TPK): S tankoplastno kromatografijo smo spremljali potek 
kemijskih reakcij, določali prisotnost sintetiziranih spojin ter izbirali najustreznejše mobilne 
faze za kolonsko kromatografijo. Za tankoplastno kromatografijo smo uporabljali plošče Merck 
Kieselgel 60 F254 z 0,20-milimetrskim nanosom silikagela na nosilcu iz aluminija z dodanim 
fluorescentnim indikatorjem fluoresceinom. Za razvijanje plošč smo uporabljali zmesi različnih 
mobilni faz, ki so navedene pri vsakem postopku posebej. Za zaznavanje spojin na ploščah smo 
uporabili UV svetilko valovne dolžine 254 nm in orositveni reagent ninhidrin. 
Kolonska kromatografija: Kolonsko kromatografijo smo uporabili za čiščenje produktov. 
Velikost steklenih kolon smo izbirali glede na maso vzorca. Za stacionarno fazo kolonske 
kromatografije smo uporabljali silikagel proizvajalca Merck z velikostjo delcev 
0,040–0,063 mm. Kot mobilno fazo smo izbrali zmesi diklorometana in metanola ali etil acetata 
in petroletra, njuno razmerje pa je navedeno pri posameznem sinteznem postopku. 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC): Metodo HPLC smo uporabili za 
preverjanje čistote končnih produktov. HPLC-analize smo izvedli na Fakulteti za farmacijo 
Univerze v Ljubljani, na instrumentu Thermo Scientific Dione x Ultimate 3000 Binary Rapid 
Separation LC System (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA).  
Spojine smo detektirali pri 254 in 280 nm. Uporabili smo kolono C18 Acquity UPLC HSS 
(1,8 µm, 2.1 × 50 mm; Waters). Za mobilno fazo smo uporabili zmes 0,1-% trifluoroocetne 
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kisline v ultračisti vodi (A) in acetonitrila (B) (30–90 % acetonitrila v 0,1 % TFA v trajanju od 
10 min). Pretok mobilne faze je bil 1,0 mL/min, volumen injiciranja pa 10 µL. Ultračisto vodo 
smo pridobili s sistemom Milipore Advantage A10.  
3.5 Spektroskopske metode 
Jedrska magnetna resonanca (NMR): Jedrsko magnetno resonanco smo uporabili za 
identifikacijo spojin. Za snemanje 1H NMR-spektrov smo uporabili spektrometer Bruker 
Avance III 400 pri osnovni frekvenci 400 MHz na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
Interni standard je bil TMS, topila pa CDCl3 ali DMSO-d6. Kemijske premike (𝛿) smo podali v 
enotah »parts per million« (ppm). Za analizo spektrov smo uporabili program MestReC 4.8.6.0 
in MestReNova 11.0 proizvajalca Mestrelab Research S. L. 
Infrardeča spektroskopija (IR): Za snemanje IR-spektrov smo uporabili spektrofotometer 
Thermo Nicolet Ne xus 470 ESP FT-IR z uporabo tehnike oslabljene popolne odbojnosti (ang. 
attenuated total reflectance, ATR) na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Spektre smo 
analizirali s programom Omnic E.S.P. 5.2. 
Masna spektrometrija (MS): Masne spektre smo posneli na spektrometru ADVION 
expression CMSL mass spectrometer (Advion Inc., Ithaca, ZDA) na Fakulteti za Farmacijo 
Univerze v Ljubljani. Analize HR-MS (masna spektrometrija visoke ločljivosti) smo opravili 
na Institutu Jožefa Stefana v Ljubljani, na spektrometru Q-TOF Premier z ESI tehniko. 
3.6 Encimski testi in določanje vrednosti IC50 
Testiranje encimske zaviralne aktivnosti spojin na človeški DNA-topoizomerazi II je opravil 
asistent Žiga Skok, mag. farm., na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani s pomočjo 
komercialno dostopnega relaksacijskega testa proizvajalca Inspiralis (ang. Human Topo II 
alpha Relaxation Assay). Kot substrat smo dodali plazmid pNO1 v dodatno zviti obliki, ki ga 
DNA-topoizomeraza II pretvori v sproščeno obliko. Dodatno zvit plazmid lahko tvori 
intermolekularen tripleks z biotinom in oligonukleotidom, sproščen plazmid pa ostane nevezan 
in se odstrani pri spiranju. Zaviralce DNA-topoizomeraze II smo dodali v dveh različnih 
koncentracijah (40 µM in 4 µM), s pomočjo dodatka barvila Diamond Dye in merjenja 
fluorescence pa smo določili njihovo zaviralno aktivnost.  
 
 
Magistrska naloga, Sinteza in vrednotenje novih N-(2-benziloksi)-fenilpirolamidnih zaviralcev človeške 
DNA-topoizomeraze II, Bilka Handanagić, 2020 
 
23 
 
Rezultate smo predstavili kot rezidualne aktivnosti (RA) encima pri določeni koncentraciji 
spojin. RA je razmerje med aktivnostjo encima ob dodatku spojine in aktivnostjo encima v 
odsotnosti spojine. Pri tem 0 % pomeni popolno zaviranje encima, 100 % pa pomeni, da 
zaviralnega delovanja ni. Spojinam zaradi šibke aktivnosti nismo določili srednje zaviralne 
koncentracije (IC50) – koncentracije zaviralca, ki za 50 % zavre encimsko aktivnost. Kot 
pozitivno kontrolo smo uporabili etopozid, ki izkazuje 165 µM vrednost IC50. 
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4. EKSPERIMENTALNO DELO 
 
Uspešne reakcije sheme  
 
4.1 Sinteza metil 3-hidroksi-4-nitrobenzoata (2)  
Reakcija 
 
Postopek  
Za sintezo spojine 2 smo natehtali 3-hidroksi-4-nitrobenzojsko kislino (1, 5,00 g, 27,3 mmol), 
jo raztopili v metanolu (100 ml) in dodali žveplovo(IV) kislino (3,00 ml, 56,3 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali čez noč pri temperaturi 65 °C. Nato smo jo uparili pod znižanim 
tlakom in preostanku dodali NaHCO3 (50 ml) za nevtralizacijo. V naslednjem koraku smo 
dodali še etil acetat (100 ml) in dobljeni fazi ločili. Organsko fazo smo sprali z nasičeno 
raztopino NaCl (2 x 25 ml), jo sušili nad NaSO4 in prefiltrirali. Topilo smo uparili pod znižanim 
tlakom. Masa spojine 2 je bila 4,50 g.  
REZULTATI 
Elementna sestava: C8H7NO5 
Opis: rumeni kristali  
Izkoristek: 83,6 % 
Ttališča: 76–79 °C 
Rf: 0,51 (mobilna faza: etil acetat/ heksan = 1/1)  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 3.97 (s, 3H, CH3), 7.62 (dd, 1H, J = 8.8, 1.8 Hz, ArH), 7.84 
(d, 1H, J = 1.7 Hz, ArH), 8.18 (d, 1H, J = 8.8 Hz, ArH), 10.51 (s, 1H, OH) ppm 
IR (ATR): ν = 3306, 3124, 3055, 2962, 1720, 1622, 1585, 1521, 1476, 1435, 1322, 1283, 1222, 
1145, 1099, 1066, 966, 892, 841, 797, 780, 743, 664, 594, 564, 508 cm-1 
Magistrska naloga, Sinteza in vrednotenje novih N-(2-benziloksi)-fenilpirolamidnih zaviralcev človeške 
DNA-topoizomeraze II, Bilka Handanagić, 2020 
 
25 
 
Mr (izračunana): 197,15 
 
4.2 Sinteza metil 3-(klorometil)benzoata (4) 
 
Reakcija 
 
 
Postopek  
Spojino 3 (2,00 g, 11,7 mmol) smo natehtali, raztopili v metanolu (40 ml) in tej raztopini dodali 
žveplovo(IV) kislino (1,25 ml, 23,4 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč na oljni kopeli 
pri temperaturi 65 °C. Nato smo jo uparili z rotavaporjem in preostanku dodali NaHCO3 (50 ml) 
za nevtralizacijo. Tej raztopini smo dodali še etil acetat (100 ml) in fazi ločili. Organsko fazo 
smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (2 x 25ml), dodali sušilno sredstvo NaSO4 in prefiltrirali. 
Topilo smo uparili pod znižanim tlakom. Masa dobljene spojine 4 je bila 2,09 g.  
 
REZULTATI 
Elementna sestava: C9H9ClO2 
Opis: prozorno olje  
Izkoristek: 96 % 
Ttališča: že v tekoči obliki  
Rf: 0,55 (mobilna faza: etil acetat/heksan = 1/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 3.87 (s, 3H, CH3), 4.87 (s, 2H, CH2), 7.55 (t, 1H, J = 7.7 
Hz, ArH), 7.72-7.74 (m, 1H, ArH), 7.92–7.94 (m, 1H, ArH), 8.05 (t, 1H, J =1.8 Hz, ArH) ppm 
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IR (ATR): ν = 3482, 3369, 1713, 1690, 1654, 1622, 1593, 1523, 1441, 1376, 1290, 1262, 1209, 
1149, 1108, 1087, 1028, 996, 975, 923, 899, 876, 842, 825, 791, 749, 698, 672, 630, 567 cm-1 
Mr (izračunana): 184,62 
 
4.3 Sinteza metil 3-((3-(metoksikarbonil)benzil)oksi)-4-nitrobenzoata (5) 
 
Reakcija 
 
 
Postopek  
Natehtali smo spojino 2 (1,19 g, 6,01 mmol), jo raztopili v acetonitrilu (30 ml) ter tej raztopini 
dodali spojino 4 (1,01 g, 5,46 mmol) in K2CO3 (1,51 g, 10,9 mmol). Reakcijsko zmes smo 
mešali na oljni kopeli čez noč pri temperaturi 70 °C. Topilo smo uparili z rotavaporjem in 
preostanku dodali etil acetat (50 ml) in vodo (40 ml) ter fazi ločili. Organsko fazo smo sprali z 
1M NaOH (2 x 20 ml) in z nasičeno raztopino NaCl (40 ml). Po spiranju smo organski fazi 
dodali sušilno sredstvo NaSO4 in jo prefiltrirali. Topilo smo uparili z rotavaporjem, trdni 
preostanek prelili z dietil etrom (20 ml) in nastalo suspenzijo prefiltrirali, trden preostanek pa 
posušili. Dobili smo 1,46 g produkta 5.  
REZULTATI 
Elementna sestava: C17H15NO7 
Opis: bela trdna snov 
Izkoristek: 77,5 % 
Ttališča: 128–130 °C 
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Rf: 0,53 (mobilna faza: etil acetat/heksan = 1/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 3.96 (s, 3H, CH3), 3.99 (s, 3H, CH3), 5.34 (s, 2H, CH2), 7.53 
(t, 1H, J = 7.7 Hz, ArH), 7.71–7.78 (m, 2H, 2 × ArH), 7.84 (d, 1H, J = 1.6 Hz, ArH), 7.90 (d, 
1H, J = 8.3 Hz, ArH), 8.03-8.08 (m, 1H, ArH), 8.14–8.15 (m, 1H, ArH) ppm 
IR (ATR): ν = 3482, 3369, 1711, 1691, 1617, 1593, 1523, 1438, 1373, 1290, 1263, 1210, 1188, 
1150, 1108, 1086, 1027, 999, 979, 938, 922, 899, 877, 842, 823, 812, 791, 748, 709, 697, 672, 
630, 566 cm-1 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ = 52.74, 53.37, 70.59, 116.28, 122.17, 125.81, 128.56, 
129.34, 129.58, 130.36, 132.62, 134.77, 137.00, 142.89, 150.91, 165.15, 166.44 ppm 
MS (ESI) m/z = 368.3 ([M+Na]+). 
Mr (izračunana): 345,31 
 
4.4 Sinteza metil 4-amino-3-((3-(metoksikarbonil)benzil)oksi)benzoata (6) 
 
Reakcija 
 
Postopek  
Natehtali smo spojino 5 (1,35 g, 3,91 mmol), jo raztopili v ocetni kislini (150 ml) in tej raztopini 
dodali železo (2,19 g, 39,4 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi in potek 
reakcije spremljali s TLC. Po dveh urah smo reakcijsko zmes prefiltrirali skozi celit in odparili 
ocetno kislino z rotavaporjem. Preostanku smo dodali etil acetat (50 ml), vodo (30 ml) in NaOH 
(10 ml) ter fazi ločili. Vodno fazo smo še enkrat ekstrahirali z etil acetatom (50 ml). Obe 
organski fazi smo združili in sprali z nasičeno raztopino NaCl (2 x 40 ml).  
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Po spiranju smo dodali sušilno sredstvo NaSO4, filtrirali in uparili topilo z rotavaporjem. Dobili 
smo 1,01 g spojine 6. 
REZULTATI 
Elementna sestava: C17H17NO5 
Opis: rjava trdna snov  
Izkoristek: 82,5 % 
Ttališča: 135–137 °C 
Rf: 0,47 (mobilna faza: etil acetat/heksan = 1/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 3.74 (s, 3H, CH3), 3.87 (s, 3H, CH3), 5.24 (s, 2H, CH2), 
5.71 (s, 2H, NH2), 6.68 (d, 1H, J = 8.7 Hz, ArH), 7.36-7.45 (m, 2H, 2 × ArH), 7.57 (t, 1H, J = 
7.7 Hz, ArH), 7.82-7.84 (m, 1H, ArH), 7.92–7.94 (m, 1H, ArH), 8.08 (t, 1H, J = 1.7 Hz, ArH) 
ppm 
IR (ATR): v = 3482, 3369, 1712, 1690, 1623, 1595, 1577, 1523, 1442, 1311, 1290, 1263, 1209, 
1148, 1107, 1027, 995, 976, 938, 923, 900, 876, 825, 789, 762, 751, 727, 696, 672, 629, 566 
cm-1 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 51.80, 52.67, 69.31, 112.91, 116.44, 124.77, 128.53, 
128.97, 129.42, 130.21, 132.76, 138.42, 143.98, 144.32, 166.59, 166.78 ppm (signala za dva 
C-atoma se prekrivata) 
MS (ESI) m/z = 316.4 ([M+H]+). 
Mr (izračunana): 315,33 
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4.5 Sinteza metil 4-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-3-((3-
(metoksikarbonil)benzil)oksi)benzoata (7)  
 
Reakcija 
 
Postopek  
Natehtali smo 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino (0,37 g, 1,9 mmol), jo 
raztopili v brezvodnem diklorometanu (10 mL), raztopino prepihali z argonom in po kapljicah 
z brizgo dodali oksalil klorid (815 μL, 9,5 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč pri 
sobni temperaturi. Topilo smo uparili s pomočjo rotavaporja in nastali 3,4-dikloro-5-metil-1H-
pirol-2-karbonil klorid dobro posušili na membranski črpalki, mu dodali spojino 6 (0,5 g, 1,58 
mmol) ter raztopili v mešanici brezvodnega diklorometana (10 mL) in brezvodnega piridina (2 
mL) in mešali čez noč pri sobni temperaturi pod argonovo atmosfero. Med mešanjem je nastala 
oborina, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom in sprali z diklorometanom. Surov produkt 
smo dodatno sprali z 1M HCl in posušili. Dobili smo 0,45 g spojine 7. 
REZULTATI 
Elementna sestava: C23H20Cl2N2O6 
Opis: bela trdna snov  
Izkoristek: 58 % 
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Ttališča: 208–211 °C 
Rf: 0,85 (mobilna faza: diklorometan/metanol 10/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 2.20 (s, 3H, CH3), 3.86 (s, 3H, CH3), 3.87 (s, 3H, CH3), 
5.38 (s, 2H, CH2), 7.62 (t, 1H, J = 7.7 Hz, ArH), 7.68 (dd, 1H, J = 8.5, 1.8 Hz, ArH), 7.74 (d, 
1H, J = 1.8 Hz, ArH), 7.85 (dt, 1H, J = 7.7, 1.5 Hz, ArH), 8.02 (dt, 1H, J = 7.8, 1.5 Hz, ArH), 
8.17 (t, 1H, J = 1.8 Hz, ArH), 8.54 (d, 1H, J = 8.5 Hz, ArH), 9.19 (s, 1H, NH), 12.43 (s, 1H, 
NH) ppm 
IR (ATR): v = 3361, 3236, 2957, 2362, 1717, 1645, 1600, 1527, 1500, 1451, 1440, 1424, 1377, 
1350, 1260, 1205, 1163, 1130, 1105, 1042, 1016, 993, 975, 920, 898, 860, 832, 806, 792, 764, 
748, 695, 649, 631, 609, 572, 544, 521 cm-1 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ – spojina slabo topna, ne vidi se signalov 
HRMS za C23H19N2O6Cl2: izračunano 489.06256, izmerjeno 489.06432. 
HPLC: tr 5.457 min (98,26 % pri 254 nm, 98,44 % pri 280 nm).  
Mr (izračunana): 491,32 
 
4.6 Sinteza N-(4-karbamoil-2-((3-karbamoilbenzil)oksi)fenil)-3,4-dikloro-5-metil-1H-
pirol-2-karboksamida (8) 
 
Reakcija 
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Postopek  
V debelostensko vialo smo natehtali spojino 7 (107 mg, 0,2 mmol) in jo raztopili v metanolu, 
ki smo ga predhodno nasitili z amonijakom. Vialo smo zamašili in reakcijsko zmes mešali na 
oljni kopeli pri temperaturi 120 °C. Reakcijsko zmes smo ohladili na ledeni kopeli.  
Med ohlajanjem je nastala oborina, ki smo jo odnučali, sprali z metanolom in posušili. Dobili 
smo 20 mg spojine 8.  
REZULTATI 
Elementna sestava: C21H18Cl2N4O4 
Opis: belo-siva trdna snov  
Izkoristek: 21,7 % 
Ttališča: > 250 °C 
Rf: 0 (mobilna faza: etil acetat/heksan 1/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 2.20 (s, 3H, CH3), 5.29 (s, 2H, CH2), 7.38 (s, 1H, NH), 
7.44 (s, 1H, NH), 7.53 (t, 1H, J = 7.7 Hz, ArH), 7.58 (dd, 1H, J = 8.4, 1.8 Hz, ArH), 7.67-7.74 
(m, 1H, ArH), 7.76 (d, 1H, J = 1.8 Hz, ArH), 7.93 (dt, 1H, J = 7.8, 1.5 Hz, ArH), 7.98 (s, 1H, 
NH), 8.04 (s, 1H, NH), 8.08 (t, 1H, J = 1.8 Hz, ArH), 8.46 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 9.15 (s, 
1H, NH), 12.39 (s, 1H, NH) ppm  
IR (ATR): v = 3361, 3189, 2360, 1647, 1606, 1526, 1505, 1431, 1407, 1372, 1346, 1314, 1286, 
1251, 1218, 1144, 1114, 1087, 1027, 944, 887, 868, 840, 763, 718, 679, 641, 625, 601, 521 cm-
1 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 11.21, 70.91, 108.99, 110.40, 111.26, 118.37, 119.00, 
121.22, 128.00, 128.64, 128.92, 129.67, 130.18, 130.68, 132.18, 134.89, 136.52, 146.91, 
156.76, 167.62, 167.87 ppm 
HRMS za C21H17N4O4Cl2: izračunano 459.06323, izmerjeno 459.06293. 
HPLC: tr 1.493 min (95,75 % pri 254 nm, 95,35 % pri 280 nm) 
Mr (izračunana): 461,30 
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4.7 Sinteza 3-((3-karboksibenzil)oksi)-4-(3,4-dikloro-5-metil-lH-pirol-2-karboksamido) 
benzojske kisline (9) 
 
Reakcija 
Postopek  
Natehtali smo spojino 7 (50 mg, 0,1 mmol), jo raztopili v mešanici metanola in THF (10 ml 
metanola, 10 ml THF) ter tej raztopini dodali 2M NaOH (150 μL, 0,2 mmol). Reakcijsko zmes 
smo mešali čez noč na oljni kopeli pri temperaturi 60 °C. Topilo smo uparili s pomočjo 
rotavaporja in preostanku dodali mešanico vode in HCl ter po dodatku tega dobili oborino, ki 
smo jo odnučali pod znižanim pritiskom. Masa spojine 9 je bila 52 mg. 
REZULTATI 
Elementna sestava: C21H16Cl2N2O6 
Opis: siva trdna snov  
Izkoristek: 112,3 % (spojina ni bila popolnoma suha) 
Ttališča: > 250 °C 
Rf: 0,44 (mobilna faza: etil acetat/heksan 1/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 2.20 (s, 3H, CH3), 5.36 (s, 2H, CH2), 7.59 (t, 1H, J = 7.7 
Hz, ArH), 7.66 (dd, 1H, J = 8.4, 1.8 Hz, ArH), 7.72 (d, 1H, J = 1.8 Hz, ArH), 7.81 (dt, 1H, J = 
7.7, 1.5 Hz, ArH), 8.00 (dt, 1H, J = 7.7, 1.5 Hz, ArH), 8.14 (t, 1H, J = 1.7 Hz, ArH), 8.52 (d, 
1H, J = 8.5 Hz, ArH), 9.20 (s, 1H, NH), 12.42 (s, 1H, NH), 13.00 (s, 2H, 2 × COOH) ppm  
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IR (ATR): v = 3121, 1647, 1597, 1531, 1498, 1438, 1405, 1350, 1254, 1208, 1183, 1111, 1042, 
1017, 882, 745, 631, 605 cm-1 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 11.21, 70.61, 109.06, 110.49, 112.52, 118.52, 118.91, 
123.54, 126.00, 129.31, 129.87, 130.27, 130.38, 131.47, 132.17, 133.85, 136.92, 146.86, 
156.77, 167.34, 167.51 ppm 
HRMS za C21H15N2O6Cl2: izračunano 461.03126, izmerjeno 461.03119.  
HPLC: tr 3.167 min (95,32 % pri 254 nm, 95,32 % pri 280 nm) 
Mr (izračunana): 463,27 
 
4.8 Sinteza metil 3-((2-nitrofenoksi)metil)benzoata (11) 
 
Reakcija 
 
Postopek  
Natehtali smo spojino 10 (0,700 g, 5,03 mmol), jo raztopili v acetonitrilu (30 ml) in tej raztopini 
dodali metil 3-(klorometil)benzoat (4, 1,00 g, 5,42 mmol) in K2CO3 (1,2 g, 8,7 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali čez noč na oljni kopeli pri temperaturi 70 °C. Topilo smo uparili 
z rotavaporjem, preostanku dodali etil acetat (50 ml) in vodo (40 ml) ter fazi ločili. Organsko 
fazo smo sprali z 1 M NaOH (2 x 20 ml) in z nasičeno raztopino NaCl (40 ml). Po spiranju smo 
organski fazi dodali sušilno sredstvo NaSO4 in jo prefiltrirali. Topilo smo uparili pod znižanim 
tlakom. Masa spojine 11 je bila 1,08 g.  
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REZULTATI 
Elementna sestava: C15H13NO5 
Opis: bela trdna snov  
Izkoristek: 85,06 % 
Ttališča: 78–82 °C 
Rf: 0,1 (mobilna faza: etil acetat/heksan 1/3) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 3.87 (s, 3H, CH3), 5.41 (s, 2H, CH2), 7.13-7.17 (m, 1H, 
ArH), 7.46 (dd, 1H, J = 8.6, 1.1 Hz, ArH), 7.58 (t, 1H, J = 7.7 Hz, ArH), 7.65-7.69 (m, 1H, 
ArH), 7.73-7.76 (m, 1H, ArH), 7.88-7.97 (m, 2H, 2 × ArH), 8.07-8.10 (m, 1H, ArH) ppm  
IR (ATR): v = 2956, 1721, 1608, 1582, 1513, 1488, 1452, 1433, 1375, 1345, 1271, 1255, 1197, 
1107, 1088, 1038, 987, 934, 899, 875, 862, 832, 812, 795, 778, 739, 683, 664, 628, 575, 526 
cm-1 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 52.73, 70.19, 115.99, 121.44, 125.55, 128.49, 129.26, 
129.57, 130.35, 132.57, 134.96, 137.34, 140.16, 151.18, 166.46 ppm 
MS (ESI) m/z = 310.3 ([M+Na]+). 
Mr (izračunana): 287,27 
 
4.9 Sinteza metil 3-((2-aminofenoksi)metil)benzoata (12) 
 
Reakcija 
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Postopek  
Spojino 11 (1,08 g, 3,76 mmol) smo natehtali, jo raztopili v ocetni kislini (150 ml) in tej 
raztopini dodali železo (2,20 g, 39,4 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč na sobni 
temperaturi in potek reakcije spremljali s TLC. Po dveh urah smo reakcijsko zmes prefiltrirali 
skozi celit in odparili ocetno kislino z rotavaporjem. Preostanku smo dodali etil acetat (50 ml), 
vodo (30 ml) in NaOH (10 ml) ter fazi ločili.  
Vodno fazo smo še enkrat ekstrahirali z etil acetatom (50 ml). Obe organski fazi smo združili 
in sprali z nasičeno raztopino NaCl (2 x 40 ml). Po spiranju smo dodali sušilno sredstvo NaSO4, 
filtrirali in uparili topilo z rotavaporjem. Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo v 
mobilni fazi etil acetat/heksan 1/3 in dobili 0,607 g produkta 12.  
 
REZULTATI 
Elementna sestava: C15H15NO3 
Opis: rjava kristalna snov  
Izkoristek: 63,8 % 
Ttališča: 46–59 °C 
Rf: 0,6 (mobilna faza: etil acetat/heksan 1/4) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 3.86 (s, 3H, CH3), 4.75 (s, 2H, NH2), 5.17 (s, 2H, CH2), 
6.47-6.51 (m, 1H, ArH), 6.63-6.73 (m, 2H, 2 × ArH), 6.85 (dd, 1H, J = 7.8, 1.1 Hz, ArH), 7.55 
(t, 1H, J = 7.7 Hz, ArH), 7.77-7.81 (m, 1H, ArH), 7.88-7.95 (m, 1H, ArH), 8.04-8.06 (m, 1H, 
ArH) ppm  
IR (ATR): v = 3466, 3373, 2951, 1719, 1610, 1503, 1447, 1404, 1380, 1344, 1270, 1215, 1198, 
1133, 1105, 1031, 1003, 980, 934, 901, 849, 826, 808, 780, 747, 732, 698, 672, 625, 547 cm-1 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 52.68, 69.18, 112.83, 114.66, 116.57, 121.83, 128.39, 
128.88, 129.41, 130.19, 132.68, 138.46, 138.90, 145.50, 166.60 ppm 
MS (ESI) m/z = 258.3 ([M+H]+). 
Mr (izračunana): 257,29 
Magistrska naloga, Sinteza in vrednotenje novih N-(2-benziloksi)-fenilpirolamidnih zaviralcev človeške 
DNA-topoizomeraze II, Bilka Handanagić, 2020 
 
36 
 
4.10 Sinteza metil 3-((2-(3,4-dikloro-5-metil-lH-pirol-
2-karboksamido)fenoksi)metil)-benzoata (13) 
 
Reakcija
 
 
Postopek  
Natehtali smo 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino (0,272 g, 1,40 mmol), jo 
raztopili v brezvodnem diklorometanu (10 mL), raztopino prepihali z argonom ter po kapljicah 
z brizgo dodali oksalil klorid (600 μL, 7,00 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč pri 
sobni temperaturi. Topilo smo uparili s pomočjo rotavaporja in nastali 3,4-dikloro-5-metil-1H-
pirol-2-karbonil klorid dobro posušili na membranski črpalki, mu dodali spojino 12 (0,298 g, 
1,16 mmol) ter raztopili v mešanici brezvodnega diklorometana (10 mL) in brezvodnega 
piridina (2 mL). Raztopino smo mešali čez noč pri sobni temperaturi pod argonovo atmosfero. 
Med mešanjem je nastala oborina, ki smo jo odfiltrirali pod znižanim tlakom, sprali z 
diklorometanom in posušili. Dobili smo 0,330 g spojine 13.  
REZULTATI 
Elementna sestava: C21H18Cl2N2O4 
Opis: rjava trdna snov  
Izkoristek: 65,7 % 
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Ttališča: 199–203 °C 
Rf: 0,3 (mobilna faza: etil acetat/heksan 1/3) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 2.19 (s, 3H, CH3), 3.86 (s, 3H, CH3), 5.29 (s, 2H, CH2), 
7.01 (td, 1H, J = 7.8, 1.3 Hz, ArH), 7.11 (td, 1H, J = 7.8, 1.7 Hz, ArH), 7.25 (dd, 1H, J = 8.2, 
1.4 Hz, ArH), 7.60 (t, 1H, J = 7.7 Hz, ArH), 7.82 (dt, 1H, J = 7.7, 1.5 Hz, ArH), 7.99 (dt, 1H, J 
= 7.8, 1.5 Hz, ArH), 8.14 (t, 1H, J = 1.8 Hz, ArH), 8.39 (dd, 1H, J = 8.0, 1.6 Hz, ArH), 9.04 (s, 
1H, NH), 12.35 (s, 1H, NH) ppm  
IR (ATR): v = 3256, 1714, 1633, 1609, 1538, 1489, 1452, 1433, 1417, 1375, 1346, 1320, 1286, 
1253, 1203, 1110, 1088, 1042, 1021, 980, 938, 921, 853, 830, 794, 755, 737, 698, 654, 636, 
611, 583, 544, 511 cm-1 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 11.17, 52.68, 70.25, 108.82, 109.92, 112.54, 119.20, 
119.63, 121.54, 124.23, 128.07, 129.51, 129.58, 129.75, 129.78, 130.30, 134.00, 137.49, 
147.32, 156.66, 166.45 ppm 
HRMS za C21H17N2O4Cl2: izračunano 431.05709, izmerjeno 431.05685. 
HPLC: tr 5.173 min (98,54 % pri 254 nm, 98,55 % pri 280 nm) 
Mr (izračunana): 433,29 
4.11 Sinteza N-(2-((3-karbamoilbenzil)oksi)fenil)-3,4-dikloro-5-metil-lH-pirol-
2-karboksamida (14) 
 
Reakcija 
 
Postopek  
V debelostensko vialo smo natehtali spojino 13 (150 mg, 0,35 mmol) in jo raztopili v metanolu, 
ki smo ga predhodno nasitili z amonijakom.  
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Vialo smo zamašili in reakcijsko zmes mešali na oljni kopeli pri temperaturi 120 °C. Reakcijsko 
zmes smo ohladili na ledeni kopeli. Med ohlajanjem je nastala oborina, ki smo jo odnučali pod 
znižanim pritiskom. Dobili smo 105 mg spojine 14.  
 
REZULTATI 
Elementna sestava: C20H17Cl2N3O3 
Opis: siva trdna snov  
Izkoristek: 71,9 % 
Ttališča: 235–237 °C 
Rf: 0,2 (mobilna faza: diklorometan/metanol 10/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 2.19 (s, 3H, CH3), 5.24 (s, 2H, CH2), 7.01 (td, 1H, J = 
7.8, 1.3 Hz, ArH), 7.11 (td, 1H, J = 7.8, 1.7 Hz, ArH), 7.26 (dd, 1H, J = 8.2, 1.4 Hz, ArH), 7.43 
(s, 1H, NH), 7.52 (t, 1H, J = 7.7 Hz, ArH), 7.69 (dt, 1H, J = 7.7, 1.4 Hz, ArH), 7.91 (dt, 1H, J 
= 7.9, 1.4 Hz, ArH), 8.03 (s, 1H, NH), 8.06 (t, 1H, J = 1.7 Hz, ArH), 8.40 (dd, 1H, J = 8.0, 1.6 
Hz, ArH), 9.06 (s, 1H, NH), 12.34 (s, 1H, NH) ppm 
IR (ATR): v = 3370, 3261, 1642, 1601, 1536, 1492, 1452, 1402, 1338, 1293, 1257, 1213, 1117, 
1030, 924, 801, 745, 695, 670, 644, 605, 529 cm-1 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 11.18, 70.65, 108.83, 110.01, 112.32, 119.21, 119.51, 
121.45, 124.20, 127.90, 128.06, 128.53, 128.89, 129.73, 132.04, 134.86, 136.76, 147.37, 
156.68, 167.90 ppm 
HRMS za C20H18N3O3Cl2: izračunano 418.07197, izmerjeno 418.07180. 
HPLC: tr 2.927 min (97,28 % pri 254 nm, 97,11 % pri 280 nm) 
Mr (izračunana): 418,27 
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Neuspešne reakcijske sheme  
 
4.12 Sinteza 4-(2-morfolinoetoksi)benzaldehida (16)  
 
Reakcija 
 
 
Postopek  
4-Hidroksibenzaldehid (15, 3,00 g, 24,6 mmol) smo natehtali, ga raztopili v acetonitrilu (40 ml) 
ter tej raztopini dodali 4-(2-kloroetil)morfolin (4,16 g, 22,4 mmol) in K2CO3 (10,2 g, 73,8 
mmol). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč na oljni kopeli pri temperaturi 70 °C. Topilo smo 
uparili z rotavaporjem in preostanku dodali etil acetat (60 ml) in vodo (30 ml) ter fazi ločili. 
Organsko fazo smo sprali z vodno raztopino NaOH (2 x 20 ml) in nasičeno raztopino NaCl 
(40 ml). Po spiranju smo organski fazi dodali sušilno sredstvo NaSO4, jo prefiltrirali in uparili 
topilo z rotavaporjem. Dobili smo 3,42 g spojine 16. 
 
REZULTATI 
Elementna sestava: C13H17NO3 
Opis: prozorno olje 
Izkoristek: 65,1 % 
Ttališča: že je v tekoči obliki  
Rf: 0,46 (mobilna faza: diklorometan/metanol 10/1) 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 2.55–2.64 (m, 4H, 2 × CH2), 2.84 (t, 2H, J = 5.7 Hz, CH2), 
3.71–3.78 (m, 4H, 2 × CH2), 4.20 (t, 2H, J = 5.7 Hz, CH2), 7.01 (d, 2H, J = 8.8 Hz, 2 × ArH), 
7.84 (d, 2H, J = 8.8 Hz, 2 × ArH), 9.89 (s, 1H, CHO) ppm  
IR (ATR): v = 2955, 2803, 1685, 1598, 1578, 1509, 1453, 1432, 1391, 1345, 1305, 1252, 1215, 
1158, 1113, 1069, 1036, 1011, 955, 915, 856, 831, 778, 742, 683, 652, 608, 513 cm-1 
Mr (izračunana): 235,28 
 
4.13 Sinteza (4-(2-morfolinoetoksi)fenil)metanola (17)  
 
Reakcija 
 
Postopek  
Spojino 16 (3,45 g, 14,7 mmol) smo natehtali, jo raztopili v metanolu (100 ml), raztopino 
prepihali z argonom in dodali NaBH4 (404 mg, 10,7 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri 
sobni temperaturi in potek reakcije spremljali s TLC. Po dveh urah smo reakcijski zmesi uparili 
topilo s pomočjo rotavaporja in dodali vodo (20 ml). Vodno fazo smo ekstrahirali z etil acetatom 
(3 x 40 ml) in organske faze združili. Organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl 
(40 ml), dodali sušilno sredstvo NaSO4 in prefiltrirali. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom. 
Dobili smo 3,69 g spojine 17.  
 
 
REZULTATI 
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Elementna sestava: C13H19NO3 
Opis: prozorno olje 
Izkoristek: 106 % (spojina ni popolnoma suha) 
Ttališča: že je v tekoči obliki  
Rf: 0,39 (mobilna faza: diklorometan/metanol 10/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 2.43–2.49 (m, 4H, 2 × CH2), 2.67 (t, 2H, J = 5.8 Hz, 
CH2), 3.53–3.62 (m, 4H, 2 × CH2), 4.06 (t, 2H, J = 5.8 Hz, CH2), 4.41 (d, 2H, J = 5.6 Hz, 
CH2OH), 5.05 (t, 1H, J = 5.7 Hz, OH), 6.89 (d, 2H, J = 8.6 Hz, 2 × ArH), 7.22 (d, 2H, J = 8.6 
Hz, 2 × ArH) ppm 
IR (ATR): v = 3368, 2953, 2861, 1653, 1610, 1511, 1453, 1375, 1297, 1243, 1172, 1145, 1112, 
1028, 1008, 955, 918, 814, 750, 674, 633, 601, 539 cm-1 
Mr (izračunana): 237,30 
 
4.14 Sinteza 3-((3-karbamoilbenzil)oksi)-4-nitrobenzamida (18) 
 
Reakcija 
 
 
 
 
Postopek  
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Spojino 5 (0,81 g, 2,35 mmol) smo natehtali v debelostensko vialo in jo raztopili v metanolu, 
ki smo ga predhodno nasitili z amonijakom. Vialo smo zamašili in reakcijsko zmes mešali na 
oljni kopeli pri temperaturi 120 °C. Reakcijsko zmes smo ohladili na ledeni kopeli. Med 
ohlajanjem je nastala oborina, ki smo jo odnučali pod znižanim pritiskom. Dobili smo 0,57 g 
spojine 18.  
REZULTATI 
Elementna sestava: C16H14N2O5 
Opis: siva trdna snov 
Izkoristek: 76,6 % 
Ttališča: > 250 °C 
Rf: 0,08 (mobilna faza: diklorometan/ metanol 10/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 5.41 (s, 2H, CH2), 7.42 (s, 1H, NH), 7.51 (t, 1H, J = 7.7 
Hz, ArH), 7.60-7.63 (m, 2H, 2 × ArH), 7.73 (s, 1H, NH), 7.83-7.90 (m, 2H, 2 × ArH), 7.95-
8.00 (m, 2H, 2 × ArH), 8.01 (s, 1H, NH), 8.24 (s, 1H, NH) ppm 
IR (ATR): v = 3482, 3369, 1712, 1690, 1652, 1622, 1593, 1522, 1441, 1377, 1308, 1290, 1261, 
1210, 1148, 1108, 1087, 1028, 997, 975, 923, 899, 875, 841, 825, 791, 762, 749, 696, 672, 630, 
566, 539 cm-1 
MS (ESI): m/z = 313.6 ([M-H]-). 
Mr (izračunana): 315,29 
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4.15 Sinteza 4-amino-3-((3-karbamoilbenzil)oksi)benzamida (19) 
 
Reakcija 
 
Postopek  
Spojino 18 (0,47 g, 1,49 mmol) smo natehtali, jo raztopili v mešanici ocetne kisline (10 ml) in 
DMF (10ml) ter tej raztopini dodali železo (0,83 g, 14,9 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 
čez noč na oljni kopeli pri temperaturi 70 °C. Topilo smo uparili z rotavaporjem, preostanku 
dodali etil acetat (30 ml) in vodo (15 ml) ter fazi ločili. Vodno fazo smo še enkrat sprali z etil 
acetatom (30 ml). Obe organski fazi smo združili in ju sprali z nasičeno raztopino NaCl (2 x 
15 ml), dodali sušilno sredstvo NaSO4 in prefiltrirali. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom. 
Po rotavapiranju je ostala velika količina ocetne kisline, ki smo jo odstranili z azeotropno 
destilacijo s toluenom. Masa dobljene spojine 19 po sušenju je bila 0,11 g.  
REZULTATI 
Elementna sestava: C15H15N3O3 
Opis: rjava trdna snov  
Izkoristek: 25,6 % 
Ttališča: 125–130 °C 
Rf: 0,05 (mobilna faza: diklorometan/metanol = 10/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 5.17 (s, 2H, CH2), 5.35 (s, 2H, NH2), 6.64 (d, 1H, J = 8.2 
Hz, ArH), 6.93 (s, 1H, NH), 7.33 (dd, 1H, J = 8.2, 1.9 Hz, ArH), 7.42 (s, 1H, NH), 7.45-7.51 
(m, 2H, 2 × ArH), 7.61 (s, 1H, NH), 7.65 (dt, 1H, J = 7.5, 1.5 Hz, ArH), 7.83 (dt, 1H, J = 7.7, 
1.5 Hz, ArH), 7.99-8.01 (m, 1H, ArH), 8.05 (s, 1H, NH) ppm  
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IR (ATR): v = 3346, 3186, 2360, 1651, 1601, 1523, 1433, 1377, 1261, 1215, 1160, 1111, 1085, 
1012, 870, 745, 671, 624, 569, 542, 520 cm-1 
MS (ESI): m/z = 283.6 [M-H]-). 
Mr (izračunana): 285,30 
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
5.1 Kemijski del 
V magistrski nalogi smo se osredotočili na sintezo spojin, ki bi lahko potencialno zavirale 
DNA-topoizomerazo IIα. V nadaljevanju bomo podrobneje opisali nekatere sintezne korake za 
pripravo končnih spojin.  
5.1.1 Fischerjeva esterifikacija 
Postopek Fischerjeve esterifikacije smo uporabili za sintezo spojin 2 in 4. Spojino 2 smo 
sintetizirali iz 3-hidroksi-4-nitrobenzojske kisline, spojino 4 pa iz 3-(klorometil)benzojske 
kisline. Fischerjeva esterifikacija je kislinsko katalizirana tvorba estra v reakciji med 
karboksilno kislino in alkoholom. Karboksilne kisline so pri običajnih pogojih zelo slabi 
elektrofili, v kislih pogojih pa se njihova elektrofilnost močno poveča. Elektrofilnost 
karboksilnih kislin povečamo tako, da protoniramo karbonilni kisikov atom s pomočjo močne 
kisline, npr. žveplove(VI) kisline ali klorovodikove kisline. Metanol kot nukleofil pri povišani 
temperaturi napade elektrofilni ogljik na karbokislini kislini. Pri naših poskusih je imel metanol 
poleg vloge nukleofila tudi vlogo topila. Kot produkt reakcije nastaneta ester in voda. 
Fischerjeva esterifikacija je reverzibilna reakcija, ki lahko ob prisotnosti vode poteče ponovno 
do karboksilne kisline, zato lahko za zagotavljanje boljšega izkoristka uporabimo sušilno 
sredstvo ali Dean-Starkovo past, s katero odstranimo nastalo vodo. Dean-Starkova past deluje 
po principu azeotropne destilacije (35, 36).  
 
Slika 15: Mehanizem Fischerjeve esterifikacije (prirejeno je po virih 37, 38). 
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5.1.2 Williamsonova sinteza etrov 
Postopek Williamsonove sinteze etrov smo uporabili za sintezo spojin 5 in 11. Pri sintezi 
spojine 5 smo uporabili metil 3-hidroksi-4-nitrobenzoat in metil 3-(klorometil)benzoat, medtem 
ko smo pri sintezi spojine 11 uporabili 2-nitro fenol in metil 3-(klorometil)benzoat.  
Williamsonova sinteza etrov je najbolj pogosta sinteza etrov, ki jo je odkril Alexander William 
Williamson leta 1851. Gre za reakcijo med alkoksidom ali fenolatom in primarnim alkil 
halidom, ki poteka po mehanizmu nukleofilne substitucije SN2. Fenolno OH skupino smo v 
našem primeru s pomočjo K2CO3 najprej pretvorili do kalijevega fenolata, ki je odličen 
nukleofil in je v nadaljevanju napadel elektrofilni center primarnega alkil halogenida, pri čemer 
je potekla nukleofilna substitucija. Da bi potek reakcije pospešili, smo jo izvedli pri povišani 
temperaturi (36, 39). Pri reakciji smo uporabili presežek fenola, ker smo se ga po končani 
reakciji lahko znebili z ekstrakcijo (fenol se razporedi v alkalno vodno fazo, produkt pa v 
organsko fazo).  
 
Slika 16: Splošni mehanizem sinteze etrov (prirejeno po viru 37). 
Alkokside lahko pripravimo iz primarnih, sekundarnih in terciarnih alifatskih alkoholov s 
pomočjo močni baz (kot sta NaH ali KH), fenolate pa iz fenolov s pomočjo šibkejših baz (kot 
so NaOH, KOH in K2CO3) (38). Da bi preprečili nastanek stranskih produktov, reakcijo 
običajno izvajamo v polarnih aprotičnih topilih, kot so aceton, acetonitil, nitrometan, DMSO in 
DMF (36, 39).  
5.1.3 Tvorba amidne vezi iz kislinskega klorida in amina  
Tvorbo amidne vezi iz kislinskega klorida in amina smo uporabili za pripravo spojini 7 in 13. 
Podobno reakcijo lahko uporabimo tudi za sintezo estrov, pri čemer namesto amina kot izhodni 
reagent vzamemo alkohol (primarni alkohol je najbolj reaktiven, najmanj reaktiven je terciarni 
alkohol).  
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Pri pripravi amidov kot izhodna reagenta uporabimo amin (primarni ali sekundarni amin) in 
kislinski klorid ali anhidrid. Za nevtralizacijo kisline, ki nastane pri reakciji, lahko uporabimo 
anorganske ali organske baze (NaOH, KOH, Na2CO3, NaHCO3, piridin). Da bi zmanjšali 
možnost nastanka stranskih produktov, uporabljamo polarna aprotična topila, kot so aceton, 
acetonitil, nitrometan, DMSO in DMF (39).  
Pri spojinah 7 in 13 je potekla tvorba amidne vezi med aminskima skupinama spojin 6 in 12 ter 
3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino. V prvi stopnji smo iz 3,4-dikloro-5-metil-
1H-pirol-2-karboksilne kisline s pomočjo oksalil klorida pripravili kislinski klorid. Kloridni ion 
je dobra izstopajoča skupina in hkrati elektronprivlačen element, ki poveča elektrofilnost 
karbonilnega ogljika. Po nukleofilnem napadu aminske skupine na karbonilni ogljik pride do 
nastanka nestabilnega tetraedričnega intermediata, ki je kratkoživ in se po odcepu kloridnega 
iona pretvori do amida. V našem primeru smo kot bazo uporabili brezvodni piridin, ki je hkrati 
služil tudi kot topilo. Piridin nevtralizira sproščeno HCl in s tem prepreči protoniranje amina. 
Kot sotopilo smo uporabili brezvodni diklorometan (35, 39, 40). Mehanizem reakcije je 
prikazan na sliki 17.  
 
 
Slika 17: Tvorba amidne vezi s pomočjo oksalil klorida (prirejeno po 35, 39). 
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5.1.4 Hidroliza estrov  
Da bi iz spojine 7 pripravili spojino 9, smo uporabili prebitek 2M NaOH in na ta način iz estra 
pripravili kislino. Kot topilo smo uporabili mešanico metanola in THF.  
Reakcijsko zmes smo mešali čez noč na oljni kopeli pri temperaturi 60 °C. Pri izolaciji smo 
odparili topilo z rotavaporjem ter preostanku dodali vodo in 1M HCl. Dobili smo oborino, ki 
smo jo odnučali.  
V našem primeru je potekla bazično katalizirana hidroliza. Poleg te poznamo tudi kislinsko 
katalizirano hidrolizo. Obe sta značilni za estre in amide, saj so ti v primerjavi z anhidridi in 
kislinskimi kloridi manj reaktivni za nukleofilno substitucijo. Za razliko od kislinsko 
katalizirane je bazično katalizirana hidroliza ireverzibilna in privede do nastanka soli kisline. 
Ker pri reakciji nastane sol, moramo pri izolaciji dodati kislino, da bi dobili protoniran produkt. 
Tako pri bazično kot pri kislinsko katalizirani hidrolizi reakcija poteče po mehanizmu 
nukleofilne substitucije. Pri bazično katalizirani hidrolizi pride najprej do nuklofilnega napada 
OH- skupine baze na elektofilni ogljik, ki mu sledi eliminacije izstopajoče alkoholne skupine. 
Mehanizem kislinsko katalizirane hidrolize temelji na tem, da kislina protonira elektorfilni 
ogljik estra in na ta način aktivira estrsko karbonilno skupino za nukleofilni napad. Nukleofil 
je v tem primeru voda. Kislina olajša tudi eliminacijo izstopajoče skupine, saj jo pretvori v 
boljšo izstopajočo skupino (36). Mehanizem bazično katalizirane hidrolize estra je prikazan na 
sliki 18.  
 
Slika 18: Mehanizem bazično katalizirane hidrolize estra (prevzeto po viru 41). 
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5.1.5 Béchampova redukcija  
Béchampova redukcija je redukcija aromatskih nitro skupin do aromatskih aminov z 
elementarnim železom v kislem, ki smo jo uporabili za pripravo spojine 6 in spojine 12.  
Kisel medij je potreben za aktivacijo elementarnega železa. Elementarno železo Fe(0) deluje 
kot reducent, ki odda elektrone dušiku nitro skupine, sam pa se pri tem oksidira do Fe3+ ali Fe2+. 
Poleg oksidiranega železa kot produkt reakcije dobimo še amino skupino in vodo (42).  
Poleg elementarnega železa v kislem lahko za redukcijo nitro skupine uporabimo tudi katalitsko 
hidrogeniranje, kovine (Zn, Sn) in njihove soli ter natrijeve sulfide (Na2S, NaHS, Na2S2O4). 
Katalitsko hidrogeniranje potrebuje za potek vodikovo atmosfero in prisotnosti katalizatorja, ki 
je običajno dobro uprašena kovina (Pd, Pt, Ni). Za selektivno redukcijo nitro skupine pogosto 
uporabljamo Sn, SnCl2 in FeSO4 (43). Mehanizem redukcije nitro skupine s pomočjo 
elementarnega železa v kislem je prikazan na sliki 19. 
  
Slika 19: Mehanizem redukcije nitro skupine z elementarnim železom v kislem (prirejeno po 
viru 42). 
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5.2 Komentar neuspešnih reakcij 
 
 
Slika 20: Neuspešna reakcijska shema za pripravo spojine 8.  
Pri reakcijski shemi, prikazani na sliki 20, so začetne stopnje potekale brez težav. V prvi stopnji 
smo karboksilno skupino pretvorili v njen metilni ester s pomočjo Fisherjeve esterifikacije, v 
drugi stopnji pa smo s pomočjo Williamsonove reakcije na fenolni OH skupini pripravili eter. 
V tretjem koraku smo s pomočjo metanola prepihanega z amonijakom obe metilni estrski 
skupini v spojini 5 pretvorili do primarnih amidnih skupin in tako prišli do produkta 18. Ta 
reakcija je potekala nekaj dni pri povišani temperaturi. V naslednjem koraku smo izvedli 
redukcijo nitro skupine s pomočjo železa v ocetni kislini. V zadnji stopnji smo želeli izvesti 
reakcijo med prosto aminsko skupino v spojini 19 in kislinskim kloridom pirol-2-karboksilne 
kisline. Na žalost reakcija ni potekla. Dobili smo veliko stranskih produktov. Predvidevamo, da 
reakcija ni potekla, ker se izhodna spojina 19 ni raztopila in posledično ni reagirala. 
 
Slika 21: Neuspešna reakcijska shema za pripravo spojine 22.  
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Pri reakcijski shemi, prikazani na sliki 21, sta prvi dve stopnji potekli brez težav. V prvem 
koraku smo pripravili eter na fenolni OH skupini, v drugem koraku pa reducirali aldehidno 
skupino s pomočjo NaBH4 do alkoholne skupine. V tretjem koraku smo s pomočjo 
trifenilfosfina in diizopropil azodikarboksilata (DIAD) na alkoholno OH skupino preko etrne 
vezi poskušali pripeti 2-nitro fenol. Dobili smo nečist produkt. Poskušali smo ga očistiti s 
pomočjo kolonske kromatografije, vendar smo dobili zelo malo produkta. V naslednjem koraku 
smo poskušali s pomočjo kositrovega(II) klorida nitro skupino v spojini 21 reducirati do 
aminske skupine, vendar reakcija ni uspela. NMR- in TLC-analiza sta pokazali, da je v 
reakcijski zmesi prisotnih več neželenih produktov. 
  
5.3 Komentar rezultatov bioloških testiranj 
Končnim spojinam 8, 9 in 14 smo določili zaviralno delovanje na človeško 
DNA-topoizomerazo II s pomočjo encimskih testov. Encimsko aktivnost lahko merimo pri 
različnih koncentracijah zaviralcev, rezultat pa lahko podamo kot rezidualno aktivnost (RA) 
encima ali kot srednjo zaviralno koncentracijo (vrednost IC50). RA predstavlja razmerje 
aktivnosti encima ob dodatku določene koncentracije spojine in ob njeni odsotnosti (100 % 
pomeni, da inhibicije ni, 0 % pa, da je encim popolnoma inhibiran). Če bi katera od spojin 
pokazala boljše zaviralno delovanje na encim, bi lahko določili še vrednost IC50. Rezidualne 
aktivnosti za vse naše spojine smo določili pri koncentracijah zaviralca 40 µM in 4 µM.  
Spojine so bile slabo aktivne ali neaktivne na encim. Najboljše zaviralno delovanje je pokazala 
spojina 9 pri koncentraciji 40 µM, pri kateri je bil RA 60 %. Rezultati encimskega testiranja 
spojin so predstavljeni v preglednici II. 
 
Spojina Formula  RAa 
pri 40 µM  
RA 
pri 4 µM  
8 
 
101 % 96 %  
9 
 
60 % 76 %  
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14 
 
99 % 96 %  
 
Preglednica II: Rezultati testiranja aktivnosti spojin 8, 9 in 14 na človeško DNA-topoizomerazo 
II.  
 
Spojini 8 in 14 sta bili pri obeh koncentracijah neaktivni, iz česar lahko sklepamo, da primarna 
amidna skupina ne tvori pomembnih interakcij v aktivnem mestu encima in tako ne prispeva k 
dobremu delovanju spojin na encim. Spojina 9 je pokazala zmerno aktivnost pri koncentraciji 
40 µM, iz česar lahko sklepamo, da ima prosta karboksilna skupina zelo pomembno vlogo pri 
tvorbi interakcij z aminokislinskimi ostanki ATP-vezavne domene DNA-topoizomeraze II. 
Predvidevamo, da lahko karboksilna skupina poleg ionskih interakcij z ionom Mg2+ v aktivnem 
mestu encima tvori tudi interakcije z drugimi polarnimi aminokislinskimi ostanki, ki se nahajajo 
v vezavnem mestu za fosfat.  
Glede na naše ugotovitve, da imajo spojine, ki v svoji strukturi vsebujejo karboksilno skupino, 
boljšo aktivnost na encim, lahko zaključimo, da bi se bilo v prihodnosti smiselno osredotočiti 
na sintezo spojin, ki v svoji strukturi vsebujejo karboksilno skupino ali njen mimetik. Zavedamo 
se tudi, da lahko prevelika kislost karboksilne skupine oteži prehajanje spojin skozi celično 
membrano in s tem do mesta njihovega delovanja. Zaradi tega bo v prihodnosti najverjetneje 
potrebna dodatna optimizacija molekul ali priprava manj kislih mimetikov karboksilne kisline. 
Naše ugotovitve o pomenu karboksilne skupine v zaviralcih človeške topoizomeraze IIα so v 
skladu z ugotovitvami, ki so jih nedavno objavili raziskovalci z Instituta Jožef Stefan (35). 
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6 SKLEP 
V sklopu magistrske naloge smo sintetizirali in ovrednotili serijo novih 
N-(2-benziloksi)-fenilpirolamidnih zaviralcev človeške DNA-topoizomeraze IIα, ki se vežejo 
na ATP-vezavno mesto encima. Potek sinteze je obsegal 19 sinteznih stopenj. Z namenom 
izboljšanja zaviralnega delovanja spojin na encimu smo pripravili končne spojine, ki se 
razlikujejo po substituentih, vezanih na osrednji benzenov obroč. Pri sintezi končnih spojin smo 
izhajali iz različnih izhodnih reagentov, mehanizmi reakcij in sintezne poti pa so bili podobni. 
Spojine smo fizikalno-kemijsko ovrednotili in na ta način preverili ter potrdili njihovo identiteto 
in čistost, poleg tega pa smo ovrednotili tudi njihovo zaviralno delovanje na encim. 
Končnim spojinam smo določili zaviralno delovanje na človeško DNA-topoizomerazo IIα pri 
koncentracijah zaviralcev 40 µM in 4 µM. Spojini 8 in 14 sta se izkazali za neaktivni, medtem 
ko je spojina 9 pokazala zmerno zaviralno aktivnost (RA pri koncentraciji 40 µM je bil 60 %). 
Glede na strukturne razlike med spojinami smo ugotovili, kateri del molekule je ključen za 
aktivnost spojine na encimu. Spojini 8 in 14 vsebujeta primarno amidno skupino, za katero 
sklepamo, da ne prispeva k boljši aktivnosti. Spojina 9 vsebuje karboksilno skupino, za katero 
predpostavljamo, da je odgovorna za tvorbo ionskih interakcij z ionom Mg2+ v aktivnem mestu 
encima in/ali interakcij z drugimi polarnimi aminokislinskimi ostanki, ki se nahajajo v 
vezavnem mestu za fosfat. 
V okviru magistrske naloge smo dobili pomembne informacije za optimizacijo in razvoj spojin, 
ki bi se selektivno vezale na ATP-vezavno mesto človeške DNA-topoizomeraze IIα in imele 
ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti za uspešno delovanje na tarčno mesto v celici.  
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